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RESUME FRANCAIS 
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Les circuits nerveux s’organisent autour des grands axes de polarité du corps. Au cours 
du développement, la navigation ainsi que l’arrangement spatial des projections au 
sein de leurs territoires cibles sont contrôlés par de nombreux facteurs de guidage. 
Pendant ma thèse je me suis intéressée à deux modèles de formation des circuits 
neuronaux présentant une polarité dans l’axe droite-gauche. Le premier concerne la 
mise en place des projections des interneurones commissuraux de la moelle épinière, 
un modèle de navigation orientée et le second, porte sur l’innervation des 
motoneurones phréniques, un modèle d’organisation asymétrique dans le territoire 
cible.  
Les mouvements comme la marche, la course ou la nage font intervenir des circuits 
neuronaux particuliers dédiés à la coordination des deux côtés du corps. Ces circuits 
sont formés majoritairement par les projections des interneurones commissuraux de la 
moelle épinière. Au cours du développement, ces interneurones élaborent un axone 
qui traverse la ligne médiane partageant les deux moitiés du système nerveux central 
pour se connecter aux motoneurones ou à d’autres interneurones de l’hémi-moelle 
opposée. De nombreux travaux ont porté sur les mécanismes de traversée de la ligne 
médiane et ont mis en évidence un rôle fondamental de facteurs de guidage comme la 
Nétrine, les Slit et les Sémaphorines. Ces molécules sont secrétées par les cellules de 
la plaque du plancher (PP) environnant la ligne médiane ventrale. Lors de leur 
traversée les axones commissuraux sont tout d’abord attirés par les signaux attractifs 
secrétés par les cellules de la PP. Une fois que les axones ont traversé la ligne 
médiane, ils perdent leur sensibilité aux facteurs attractifs et développent des 
nouvelles sensibilités pour des facteurs répulsifs qui les guident hors de la PP. Une 
étude menée par mon équipe a permis de montrer que les axones commissuraux 
acquièrent une réponse à la Sémaphorine3B seulement après avoir traversé la ligne 
médiane. Dans cette étude, l’équipe a montré que pendant la phase qui précède la 
traversée de la PP, une protéase, la Calpaine-1, dégrade la Plexine-A1, le corécepteur 
de Sema3B (Nawabi et al., 2010). L’inhibition de cette voie pendant la traversée de la 
PP conduit à la stabilisation de la PlexineA1 à la surface du cône de croissance et la 
formation d’un complexe récepteur de Sema3B fonctionnel composé de la Plexine-A1 
et de la sous-unité de liaison de Sema3B, la Neuropiline2. La suppression de l’activité 
Calpaine est contrôlée par des signaux de la PP dont la nature n’était pas connue.  
Au cours de ma thèse j’ai identifié et caractérisé les contributions fonctionnelles de 
deux signaux de la PP qui sont responsables de la suppression de l’activité Calpaine et 
la sensibilisation des axones à Sema3B après la traversée. Ces résultats ont permis 
d’élargir les fonctions du facteur neurotrophique gdnf, et d’apporter de nouveaux 
éléments sur les voies de contrôle de la signalisation Sémaphorine, les processus de 
traversée et les modulations post-traductionnelles des récepteurs Plexines.  
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Dans un deuxième projet, je me suis intéressée aux asymétries droite-gauche du 
système nerveux, par l’étude d’un nouvel exemple de circuit neuronal asymétrique : 
l’innervation motrice du diaphragme. Le diaphragme est un muscle indispensable à la 
respiration, il est composé d’une région centrale tendineuse et de deux muscles 
latéraux. Ces muscles sont innervés par un groupe particulier de motoneurones 
provenant de la moelle épinière cervicale, qui forment les nerfs phréniques droits (D) 
et gauches (G). Malgré une position centrale dans l’organisme et une morphologie 
apparente symétrique, nous avons découvert que le diaphragme présente une 
asymétrie musculaire ainsi qu’une asymétrie nerveuse. Etonnamment les 
motoneurones phréniques établissent un motif de connexion typique et différent sur 
les muscles droit et gauche du diaphragme. Alors que diverses caractéristiques 
d’asymétrie D-G du cerveau ont été documentées, aucune donnée n’étayait à ce jour 
l’existence d’une asymétrie au niveau de la moelle épinière.  
Mon travail de recherche a donc porté sur l’identification des mécanismes qui 
contrôlent cette asymétrie de l’innervation motrice du diaphragme. Mes travaux ont 
montré que l’asymétrie se met en place précocement dans l’embryon, sous l’action 
d’une voie moléculaire générale connue pour contrôler l’asymétrie des organes 
latéralisés tels que le cœur et les poumons. J’ai identifié les premières molécules 
d’expression asymétrique des motoneurones phréniques. Ce travail ouvre de 
nombreuses perspectives d’investigation, amène de nouvelles informations sur la 
diversité moléculaire des neurones de la moelle épinière, qui pourraient apporter un 
éclairage nouveau sur les mécanismes de physiopathologie des motoneurones. 
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The nervous circuits have stereotype positions within the major body axes. During 
development, axonal navigation and special positioning of the axon tracts in the 
target territories are regulated by many axon guidance factors. During my thesis I 
have been interested in two models of neuronal circuit formation that present a left-
right polarity. The first one concerns the formation of the spinal commissural neurons 
projections, a model of oriented navigation along the left-right axis and the second 
one is the innervation of the phrenic motoneurons, a novel model of left-right 
asymmetric innervation pattern. 
Rhythmic locomotor movements like walking, running or swimming require neuronal 
circuits ensuring left-right coordination. Central components of these circuits are 
commissural neurons of the spinal cord. During development theses neurons are 
projecting axons across the midline that divides the nervous system in two parts, 
which connect the contralateral side of the spinal cord. Extensive work focused on the 
mechanisms controlling midline crossing. These study revealed a fundamental role of 
guidance factors secreted by floor plate cells at the ventral midline such as Netrins, 
Slits and Semaphorins. They also revealed that before crossing, axons are attracted 
towards the floor plate, and navigating by the floor plate they lose responsiveness to 
these attractive factors and develop a new sensitivity to repulsive cues that drive 
them out of the floor plate. In a previous study, my team showed that commissural 
axons gain response to Sema3B only after floor plate crossing (Nawabi et al., 2010). 
Before crossing, Plexin-A1 the Sema3B receptor is processed by a protease: the 
Calpain1. During crossing suppression of this pathway enable Plexin-A1 expression at 
growth cone surface, leading to sensitization to Sema3B. The suppression of Calpain 
activity was found controlled by floor plate signals, which remained unknown.  
During my thesis I have identified and characterized the functional contribution of two 
floor plate signals that are responsible for the inhibition of Calpain activity and axon 
sensitization to Sema3B after midline crossing: the neurotrophic factor gdnf and the 
cell adhesion molecule NrCAM. My results bring new elements on the control of 
midline crossing processes, Semaphorin signaling, and post-translational modifications 
of the Plexins receptors. 
 
In my second project, I have been interested in left-right asymmetries of the nervous 
system through the study of a new model of left-right asymmetry: the diaphragm 
innervation. The diaphragm is a muscle essential for breathing, it is composed of one 
central tendinous region and two lateral muscles. These muscles are innervated by a 
subset of cervical spinal cord motoneurons which forms the left and right phrenic 
nerves. Despite its central disposition in the organism and its apparent symmetry, we 
noticed that the diaphragm presents nervous and muscular asymmetries. Surprisingly 
phrenic motoneurons present typical and different nerve patterns on the left and right 
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diaphragm muscles. Diverse left-right characteristic have been documented in the 
brain but none concerned yet the spinal cord or peripheral projections. 
My thesis work has been dedicated to the identification of the mechanisms that 
control the asymmetry of the diaphragm innervation. My work showed that this 
asymmetry is set up very early during development via a molecular pathway that is 
known to control the visceral organ asymmetry. This work opens numerous 
perspectives and brings new information on the molecular diversity of spinal neurons 
that could shed a new light on the mechanisms of motoneuron physiopathology. 
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Les projections neuronales possèdent une organisation spatiale stéréotypée qui résulte 
de l’action des molécules de guidage pendant les étapes de navigation axonale et 
d’innervation des territoires cibles. Les circuits s’organisent selon quatre grands plans 
d’organisation, repérables le long des différents axes du corps : antéro-postérieur, 
dorso-ventral, médio-latéral et droite-gauche. Par exemple, les circuits de la rétine 
sur le tectum s’organisent le long de l’axe antéro-postérieur tandis que les circuits 
moteurs des membres se ségrégent dans le plan dorso-ventral de leur territoire cible 
et les circuits commissuraux s’organisent quant à eux dans l’axe droite-gauche. 
1- Polarité de navigation 
Dans de nombreux cas, la navigation des axones est déjà organisée par les axes 
généraux de l’organisme. Par exemple, pour reprendre les exemples cités, les corps 
cellulaires des motoneurones sont localisés dans la partie ventrale de la moelle 
épinière. Ces neurones situés dans l’axe médian de l’organisme et ciblent les muscles 
axiaux ou les membres, eux situés plus latéralement. Les projections des 
motoneurones possèdent donc une orientation de migration générale dans l’axe 
médio-latéral (Figure 1). Les interneurones de la moelle épinière émettent des 
projections qui au contraire de celles des motoneurones ont une migration retreinte à 
l’axe médian. Ces projections peuvent être ascendantes et contacter le cerveau ou 
descendantes lorsqu’elles en viennent. Leur plan de navigation prépondérant est l’axe 
antéro-postérieur. Les circuits commissuraux ont quant à eux la particularité 
d’interconnecter les côtés droits et gauches de l’organisme. Le corps cellulaire des  
neurones commissuraux est situé d’un côté de la ligne médiane tandis que leurs 
Axe 
antéro-
postérieur
Axe médio-latéral
Axe droite-gauche
Figure 1 : Organisation des projections neuronales selon les trois axes du corps
Les circuits commissuraux présents dans le cerveau mais aussi dans la moelle épinière s’organisent autour 
de l’axe droite-gauche. Ils permettent d’interconnecter les deux côtés de l’organisme. Les motoneurones, 
situés dans la moelle épinière émettent leurs projections en direction des muscles, soit dans l’axe médio-
latéral. Les interneurones de la moelle épinière font parties de circuits sensitifs ascendants et descendants.
Ces circuits permettent de relier le cerveau avec le reste du corps, ils sont organisés dans l’axe antéro-
postérieur. 
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terminaisons nerveuses sont situées du côté opposé. Leur plan de navigation majeur 
est l’axe droite-gauche.  
2- Polarité des circuits 
De la même façon, les circuits neuronaux possèdent des plans d’organisation 
particuliers dans leur territoire cible, que l’on désigne sous le terme d’organisation ou 
carte topographique. Les projections rétinotectales sont l’un des modèles classiques 
d’illustration de l’organisation topographique des circuits neuronaux. Les axones de la 
rétine temporale se projettent sur le tectum antérieur alors que les axones de la 
rétine nasale se projettent sur le tectum postérieur (Figure 2) (Suetterlin et al., 2012). 
Les projections rétinotectales sont donc orientées d’une part dans l’axe antéro-
postérieur mais aussi dans l’axe médio-latéral. L’innervation du membre par les 
motoneurones de la moelle épinière est un autre modèle de polarisation. Dans un 
premiers temps les axones se regroupent pour former le plexus dans lequel ils vont 
ensuite se réorganiser et former deux faisceaux. Le premier faisceau est formé des 
axones dont le corps cellulaire est situé plus latéralement, il innerve la partie dorsale 
du membre. Le second faisceau composé des neurones plus médiaux de la moelle 
épinière innerve la partie ventrale du membre (Figure 2) (Kao et al., 2012). Cette 
divergence dorso-ventrale est une caractéristique majeure de l’organisation des 
projections motoneuronales dans le membre. D’autres circuits sont organisés dans 
l’axe droite-gauche. Dans la plupart des cas chez les organismes à symétrie bilatérale, 
ces circuits sont symétriques. Cependant certaines projections sont caractérisées par 
des asymétries dans l’axe droite-gauche. L’une des structures asymétriques les plus 
Dorsal
Ventral
Figure 2 : Polarité des circuits neuronaux
(A) le système rétinotectal est organisé dans l’axe A-P.
Les axones de la rétine temporale se projettent sur les
cellules du tectum antérieur alors que les axones de la
rétine nasale se projettent sur le tectum postérieur.
(B) l’innervation des membres suit un plan d’organisation
selon l’axe D-V. Les motoneurones latéraux innervent le
muscle dorsal du membre alors que les motoneurones 
plus médians innervent le muscle ventral.
(C) l’habenula présente une asymétrie d’organisation 
selon l’axe D-G. La population de cellules exprimant Lov
est plus importante à gauche alors que celle exprimant 
Dex est majoritaire à droite. D’autre part la glande 
parapinéale innerve le noyau habenulaire de gauche.
Rétine
Tectum
TemporalNasal
Postérieur Antérieur
DroiteGauche
A B
C
Lov
Dex
Epiphyse
Glande
parapinéale
Noyau
habenulaire
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étudiées est le complexe habenulaire situé de part et d’autre de l’épiphyse. Ce 
complexe est formé des noyaux habenulaires droits et gauches, eux même composés 
de deux populations de cellules, l’une exprimant le marqueur lov et la seconde le 
marqueur dex. Ces deux populations ne sont pas identiques à gauche et à droite : la 
population lov est plus développée à gauche alors que c’est la population dex qui est 
majoritaire à droite (Figure 2) (Roussigne et al., 2012).  
 
Au cours de ma thèse, je me suis intéressée à deux modèles de polarité de la 
formation des circuits neuronaux dans l’axe droite-gauche. Il s’agit d’une part, de la 
navigation des projections commissurales entre les côtés droits et gauches de la 
moelle épinière et d’autre part de la formation des circuits moteurs du diaphragme 
par les motoneurones droits et gauches. 
Ces deux projets étant totalement indépendants, nous avons organisés le manuscrit en 
une introduction générale qui présente les mécanismes de base du guidage axonal et 
deux parties comportant chacune une introduction dédiée à la problématique, les 
résultats expérimentaux et une discussion 
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Au cours du développement embryonnaire, les neurones en différenciation émettent 
des prolongements, les axones, qui assurent la constitution des circuits neuronaux en 
s’allongeant pour innerver leurs cellules cibles. Les trajectoires des axones en 
croissance sont fortement stéréotypées dans l’embryon : chaque population d’axones 
sélectionne une trajectoire propre pour rejoindre son territoire cible. Le guidage de 
l’axone est assuré par des molécules présentes dans son environnement qui peuvent 
êtres attractives ou répulsives. Leur action s’exerce sur l’extrémité de l’axone : le 
cône de croissance. 
1- Le cône de croissance 
Le cône de croissance est ainsi une structure clé de l’axone en croissance. Il 
fonctionne comme un organe senseur qui explore l’environnement et perçoit des 
informations positionnelles qui vont orienter sa trajectoire. L’action de ces facteurs 
est relayée par la présence de récepteurs à la surface des filopodes et des 
lamellipodes. 
A- Description des structures 
Le cône de croissance est composé de deux régions distinctes visibles au microscope : 
une région centrale (Région C) et une région périphérique (Région P). La Région P 
étendue et plate, est composée de lamellipodes et de filopodes. La Région C, plus 
restreinte, relie l’axone et le cône de croissance. (Lowery and Van Vactor, 2009; 
Rodriguez et al., 2003). Dans le cône de croissance, les filopodes et lamellipodes 
jouent le rôle primordial de senseur de l’environnement. Les filopodes du cône de 
croissance mesurent généralement 5 à 20 μm de long, certains pouvant mesurer plus 
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de 50 μm. Diverses études ont montrés que la taille des filopodes reflète l’importance 
de la zone de détection de l’environnement par le cône de croissance (Hammarback 
and Letourneau, 1986; Letourneau, 1979). Le cône de croissance établit des contacts 
adhésifs avec son support cellulaire qui sont nécessaires à sa progression. Il est le 
principal site d’attachement des axones à leur environnement. Ses protrusions 
membranaires lui permettent d’adhérer sélectivement aux composants 
extracellulaires et lui fournissent la force nécessaire à son avancée et à l’élongation 
des axones. Les contacts adhésifs ainsi formés permettent la stabilisation de la région 
P lors de l’avancée du cône de croissance, tandis que la détection des facteurs de 
guidage permet son orientation durant la navigation. Ainsi, croissance axonale et 
orientation sont deux mécanismes couplés qui font intervenir tous deux la dynamique 
d’organisation du cytosquelette du cône de croissance composé de filaments d’actine 
et de microtubules (Dent et al., 2011; Lowery and Van Vactor, 2009; Vitriol and Zheng, 
2012).  
a- L’Actine 
Les lamellipodes et filopodes de la région P sont principalement formés de filaments 
d’actine (Figure 3). La polymérisation de monomères d’actine permet la formation de 
filaments d’actine. Ces filaments sont des structures polarisées dont la formation, la 
stabilité ou la destruction est très régulée. Ils possèdent une extrémité + (extrémité 
barbue), zone d’association rapide des monomères, et une extrémité – (extrémité 
pointue), zone d’association lente. Dans le cône de croissance, les monomères sont 
ajoutés à l’extrémité + et sont hydrolysés à partir de l’extrémité –. La croissance des 
filaments d’actine est principalement effectuée à l’extrémité du cône de croissance 
Figure 3 : Représentation schématique de la structure du cône de croissance 
Le cône de croissance est constitué d’une région centrale riche en microtubules et d’une région périphérique 
riche en actine. En réponse aux facteurs répulsifs, les protrusions du cône de croissance se rétractent suite à 
la désorganisation du réseau d’actine et une dépolymérisation des microtubules. Au contraire, en réponse 
aux facteurs attractifs le cône de croissance développe son réseau d’actine et de microtubules pour former 
de nouvelles protrusions.
Région Centrale
Zone de transition
Région Périphérique
Filament d’actine
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et est orientée en direction de la membrane cellulaire (Carlier, 1990). Les 
lamellipodes et filopodes présentent une organisation différente de leur cytosquelette 
d’actine. En effet, les lamellipodes sont constitués d’un réseau de filaments d’actine 
courts et branchés de manière aléatoire. Alors que les filopodes sont eux composés de 
filaments d’actine longs et parallèles (Dent et al., 2011). Les moteurs moléculaires 
tels que les myosines, sont responsables du déplacement des monomères ou même des 
filaments qui permettent la motilité du cône de croissance (Brown and Bridgman, 
2004).  
b- Les microtubules 
Les microtubules (MT) interviennent de deux manières complémentaires dans la 
progression et l’orientation du cône de croissance : individualisés dans la région P, ils 
participent à l’exploration de l’environnement, tandis que groupés dans la région C, 
ils dirigent l’avancée du cône de croissance (Figure 3) (Gordon-Weeks, 2004). Ainsi, ils 
forment des structures très denses et stables dans l’axone mais particulièrement 
instables dans le cône de croissance (Ahmad et al., 1993). Les MT du cône sont ainsi 
caractérisées par une instabilité dynamique qui consiste en un enchainement 
« d’évènements catastrophe », avec l’arrêt brutal d’une phase de croissance, et 
« d’évènements de sauvetage » avec un retour à une phase de croissance (Mitchison 
and Kirschner, 1984). Les MT sont organisés en un cylindre creux et rigide constitués 
de 11 à 15 protofilaments, composés de tubuline -α et -β. Ce sont des structures 
polarisées dont l’extrémité + est une zone d’association ou de dissociation rapide 
tandis que l’extrémité – est uniquement une zone de dissociation lente. Dans les 
neurones l’extrémité – est toujours stabilisée alors que l’extrémité + est dynamique. 
- 19 - 
 
La dynamique des MT est donc contrôlée  par la polymérisation et la dépolymérisation 
de l’extrémité + (Nadar et al., 2008; Phillis et al., 1996). 
B- Mécanistique de la croissance axonale  
L’adhésion du cône de croissance est médiée par des complexes protéiques qui 
assurent un lien direct entre la cellule et son environnement. Elle est régulée par des 
signaux extracellulaires et engage au niveau du cône différent types de récepteurs 
comme les intégrines, les cadhérines et les membres de la superfamille des 
immunoglobulines (IgSF). Leurs ligands sont présents dans la matrice extracellulaire ou 
sur la membrane des cellules adjacentes (Kolodkin and Tessier-Lavigne, 2011). Les 
zones d’adhésion sont des complexes dynamiques dont le « turn-over » est nécessaire 
à la motilité cellulaire (Huttenlocher and Horwitz, 2011). Sur un cône de croissance en 
mouvement les complexes d’adhésion s’associent et se dissocient en permanence pour 
changer en nombre, en taille ou en forme (Myers and Gomez, 2011; Thoumine, 2008). 
Ainsi, les adhésions forment des structures protéiques en constante fluctuation, prêtes 
à répondre immédiatement aux signaux internes ou externes.  
2- Mécanismes de guidage axonal 
Pendant leur navigation, les cônes de croissance vont donc émettre des filopodes et 
des lamellipodes pour explorer leur environnement. Le cône va percevoir les 
différents signaux de guidage grâce à l’expression d’un panel de récepteurs présents à 
sa surface. Si les signaux de guidage ont tout d’abord été étudiés individuellement, les 
recherches plus récentes ont mis à jour des mécanismes complexes d’intégration des 
signaux, qui reflètent probablement une réalité physiologique. Il est en effet peu 
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probable que les cônes de croissance ne soient exposés qu’à un seul signal de guidage 
à la fois.  
Nous présenterons ici les réponses primaires aux signaux de guidage puis illustrerons 
les différentes familles de signaux de guidage. Une dernière partie sera consacrée aux 
modulations de réponses, dont il ressort très clairement des études récentes qu’elles 
sont un élément clé de la navigation axonale. 
A- Effets primaires  
L’observation en temps réel de la progression axonale montre que ce n’est pas un 
processus continu. Des périodes d’allongement de l’axone alternent avec des périodes 
où le cône pause : il s’immobilise et explore activement son environnement local. Ce 
comportement a été expliqué par un mécanisme de sensibilisation et de 
désensibilisation aux facteurs de guidage. Un axone soumis à un gradient de molécules 
de guidage réajuste sans cesse sa réponse en fonction de la concentration de la 
molécule. A chaque changement de concentration l’axone stagne : c’est la période de 
désensibilisation. Il reprend ensuite sa navigation : c’est ce que le laboratoire de Mu-
Ming Poo a défini comme la période d’adaptation (Ming et al., 2002). Ces différentes 
phases sont visibles en culture par un mouvement en zigzag des cônes de croissance.  
Que se passe-t-il au cours de la phase de sensibilisation ? Lorsque le cône de 
croissance détecte un facteur attractif, ses filopodes se stabilisent dans sa direction 
et s’allongent jusqu’au site de contact (Figure 3) (Vitriol and Zheng, 2012). Cette 
avancée du cône de croissance est caractérisée par trois phases : protrusion, 
engorgement et consolidation (Dent and Gertler, 2003; Goldberg and Burmeister, 
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1986). La phase de protrusion permet l’extension rapide des filopodes et lamellipodes, 
elle est suivie de la phase d’engorgement pendant laquelle les organelles et le 
cytoplasme avancent dans le cône de croissance. Les filaments d’actine en périphérie 
de la zone T, servent de guides aux MT de la région C qui peut avancer vers la 
périphérie du cône de croissance (Lee and Suter, 2008; Suter and Forscher, 2000, 
2001). Dans un troisième temps, lors de la phase de consolidation, les filaments 
d’actine compriment les MT de la région centrale pour former un nouveau segment 
d’axone (Loudon et al., 2006).  
Au contraire, lorsque le cône de croissance détecte un facteur répulsif, les filaments 
d’actine et les microtubules interagissent pour s’en éloigner (Figure 3). Cette réponse 
du cône de croissance appelée « collapse » consiste en une rétraction des lamellipodes 
et filopodes. Le collapse du cône de croissance peut être total : arrêt de la croissance 
des neurites, ou partiel : seulement une partie du cône de croissance se rétracte ce 
qui lui permet de changer de direction (Zhou et al., 2002). L’étude des cônes de 
croissance géant du gastéropode Helisoma a permis d’observer in vitro que la réponse 
de collapse est due à une déstabilisation de l’actine (Zhou and Cohan, 2001). L’étude 
du collapse partiel a quant à elle révélé que l’organisation des MT est également 
altérée. Ils ne sont plus présents dans le cône de croissance que dans la zone 
d’accumulation de l’actine ce qui permet la réorientation du cône de croissance (Zhou 
et al., 2002). 
B- Les principaux signaux de guidage et leurs récepteurs 
Les cônes de croissances sont guidés vers leur cible par des facteurs de guidage 
présents dans leur environnement. Quatre grandes familles ont initialement été 
- 22 - 
 
caractérisées : les Nétrines, les Sémaphorines, les Slits et les Ephrines (Figure 4). Puis 
diverses autres familles protéiques dont les fonctions connues concernent d’autres 
processus ont été caractérisées comme des signaux de guidage axonal. Il s’agit par 
exemple, des morphogènes impliqués dans le développement précoce de l’embryon 
(Raper and Mason, 2010).  
Les contributions de ces signaux de guidage axonal sont extrêmement nombreuses. 
Nous les illustrerons dans le chapitre consacré à la navigation des projections 
commissurales. 
C- Régulation de la réponse 
La mise en place de circuits neuronaux fonctionnels nécessite l’orientation d’un très 
grand nombre de faisceaux d’axones en direction de leurs cibles respectives. 
Cependant, le nombre finalement limité de gènes codant des facteurs de guidage 
n’est pas en adéquation avec la quantité de trajectoires différentes qui doit être 
générée pour acheminer les projections neuronales. Des mécanismes supplémentaires 
sont donc nécessaires pour générer cette complexité. Un élément important de 
diversité réside dans la régulation de la réponse des axones au cours de la navigation. 
Le cône de croissance est une structure en constante évolution : il est capable de 
modifier sa réponse à une signalisation de guidage, de se sensibiliser ou au contraire 
de se désensibiliser ce qui permet d’augmenter considérablement les possibilités 
d’interprétation d’un même signal de guidage.  
Il ressort de la littérature que de nombreux mécanismes régulateurs ciblent les 
récepteurs de guidage. Tout d’abord, des régulations transcriptionelles permettent de 
Sémaphorines
Sémaphorines
virus
8
invertébrés
1 2
vertébrés
543 6 7
NeuropilinePlexine
Nétrine Slit
DSCAM
DCC
UNC5 A2b
Nétrine
Slit
Robo
Ephrines Morphogènes
Ephrine 
A     B
Eph
Smo Ptch
Shh
Boc  CDO
Frz
Wnt
Ryk
Figure 4 : Représentation schématique de la structure des principaux facteurs de guidage axonal et de leurs 
récepteurs 
Les Sémaphorines sont caractérisées par un domaine Sema. Elles sont réparties en huit classes, les Sema de 
classe 2 et 3 sont des protéines secrétées. Les Neuropilines sont les récepteurs de la classe 3 tandis que les 
Plexines sont leurs co-récepteurs pour la transduction du signal. La Nétrine peut se fixer sur différents 
récepteurs, dont DCC et DSCAM qui médient une réponse attractive tandis que UNC5 médie une réponse 
répulsive et A2b module la réponse. Les Robos sont les récepteurs des Slit et les Eph ceux des Ephrines. Le 
morphogène Shh se fixe sur Smo (smothen), Ptch (Patch), Boc ou CDO tandis que Wnt se fixe sur Frz 
(Frizzled) ou Ryk. D’après Kolodkin and Tessier Lavigne, 2011. 
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contrôler le temps et la localisation des récepteurs. Deux types de mécanismes ont 
été décrits : la régulation des facteurs de transcription qui contrôlent l’induction des 
gènes d’intérêt (Herrera et al., 2003; Kania and Jessell, 2003), ainsi que la régulation 
des modifications des ARNm, tel que l’épissage alternatif (Chen et al., 2008). Diverses 
régulations traductionnelles et post-traductionnelles ont été rapportées qui peuvent 
affecter les étapes de synthèse, d’adressage et de turn-over des protéines. 
L’utilisation de test in vitro tel que le test de « collapse » ou le « turning assay » ont 
permis de mettre en évidence que la synthèse protéique locale est un mécanisme 
important de la régulation de la réponse aussi bien aux facteurs attractifs que 
répulsifs (Campbell and Holt, 2001). D’autre part les mécanismes d’exocytose 
(Kamiguchi and Lemmon, 2000; Tojima et al., 2007) et d’endocytose (Castellani et al., 
2004; Cowan et al., 2005; Mann et al., 2003), sont des cibles essentielles de la 
régulation des mécanismes d’adressage et de turn-over des récepteurs de guidage.  
Les réponses aux facteurs de guidage peuvent aussi être modulées grâce aux types 
d’interactions engagées par les différents composants du complexe récepteur. En 
effet, il a été montré dans le cas de plusieurs facteurs de guidage que leur effet est 
modifié lorsqu’ils se fixent sur un récepteur différent. Par exemple, la signalisation 
Nétrine peut être attractive ou répulsive, ces effets opposés sont médiés par des 
variations de récepteurs (Hong et al., 1999). Les axones exprimant le récepteur DCC 
sont attirés par la Nétrine. La surexpression de UNC5 dans ces mêmes neurones 
convertit la réponse attractive en répulsion. Dans cette étude, les auteurs montrent 
que la Nétrine stimule les interactions entre DCC et UNC5. 
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Une seconde étude, illustre ce type de mécanisme en montrant des modulations des 
complexes récepteurs des Sémaphorines dans les réponses axonales (Chauvet et al., 
2007). L’analyse du phénotype de souris invalidées pour la Sema3E suggère que ce 
ligand pourrait avoir deux fonctions opposées. En effet, in vitro la Sema3E agit 
inégalement sur différents types de projections cérébrales, exerçant une action 
répulsive sur certaines projections, mais attractive sur d’autres. Ces projections 
expriment toutes le récepteur Plexine-D1 mais elles diffèrent par l’expression de son 
corécepteur : Neuropiline-1, présent uniquement dans les projections « subiculo-
mamillaires » attirées par la Sema3E. Des expériences de co-culture ainsi que des 
approches biochimiques et des invalidations par siARN ont permis aux auteurs de 
montrer que l’interaction directe de Sema3E avec son récepteur Plexine-D1 induit une 
réponse répulsive. L’interaction de Neuropiline-1 avec Plexin-D1 transforme cette 
réponse répulsive en attraction et ce complexe nécessite de plus la présence d’un 
troisième partenaire, le VEGFR3 (Bellon et al., 2010; Chauvet et al., 2007). Ce travail 
illustre que la régulation des interactions entre les différents partenaires des 
complexes récepteurs permet une modulation fine des réponses aux signaux de 
guidage. 
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1- Les neurones commissuraux 
Les circuits commissuraux forment un réseau de projections qui permettent de 
connecter le côté droit avec le côté gauche du système nerveux chez les organismes à 
symétrie bilatérales. Ces circuits sont présents à tous les niveaux du système nerveux 
central, ils participent à l’intégration et la coordination droite - gauche (Vulliemoz et 
al., 2005). Le télencéphale présente trois commissures majeures: la commissure 
antérieure, l’hippocampe et le corps calleux. La commissure antérieure permet 
d’interconnecter les lobes temporaux, impliqués dans la gestion des émotions, tandis 
que le corps calleux interconnecte les aires corticales droites et gauches. La 
commissure postérieure est-elle située dans le diencéphale. Dans la moelle épinière, 
des neurones commissuraux sont aussi présents à tous les niveaux de l’axe antéro-
postérieur. Ils contribuent au traitement de modalités sensori-motrices, à la 
coordination et la synchronisation droite – gauche nécessaire aux mouvements et 
permettent de transmettre les informations aux centres nerveux supérieurs (Castellani, 
2013).  
L’importance des circuits commissuraux peut être notamment appréciée par les 
dysfonctionnements résultant de leur altération. Des défauts de mise en place de 
commissures ont été observés dans différentes pathologies neuro-développementales. 
L’une des malformations congénitale les plus fréquentes est l’absence de formation du 
corps calleux (3 à 7% pour 1000 naissances) (Fitsiori et al., 2012). L’agénésie totale ou 
partielle du corps calleux est associée à différents syndromes tels que les syndromes 
d’Andermann et d’Apert ainsi que l’hydrocéphalie lié à l’X (ou syndrome MASA). 
L’étude génétique de ces patients a permis de caractériser des mutations dans au 
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moins trente gènes (Kamnasaran et al., 2005). Certaines de ces mutations, comme 
celles dans le gène L1-CAM causent des retard mentaux et affectent également la 
formation des voies cortico-spinales, ce qui conduit à l’apparition d’autres déficiences 
fonctionnelles telle qu’une raideur du pouce (Kenwrick et al., 2000). Les mutations 
affectant la traversée de la ligne médiane des voies cortico-spinales provoquent des 
mouvements en miroir : lorsque le patient commande le mouvement d’une main ou 
d’un bras, le second effectue ce même mouvement simultanément (Engle, 2010; 
Vulliemoz et al., 2005). Ce type de mouvements est observé chez 75% des patients 
souffrant du syndrome de Klippel-Feil ainsi que 85% de ceux souffrant du syndrome de 
Kallmann lié à l’X. 
Au contraire du corps calleux et des voies cortico-spinales dont les défauts sont 
clairement associés à des pathologies du développement, les conséquences des 
altérations de la formation de la commissure antérieure sont moins connues. 
Cependant, des défauts de la commissure antérieure ont été notés dans certaines 
pathologies neuro-développementales. La commissure antérieure relie des centres 
nerveux impliqués dans la gestion des émotions, ce qui a amené les chercheurs à 
examiner le statut de la commissure antérieure chez des enfants atteints de désordres 
agressifs bipolaires. Ces patients présentent une réduction de l’épaisseur de la 
commissure antérieure (Saxena et al., 2012). L’épaisseur de la commissure antérieure 
est également diminuée chez les patients atteints de schizophrénie et 
particulièrement chez les plus jeunes. Les patients atteints du syndrome de Cornelia 
de Lange, caractérisé par des retards de croissance, des déficits mentaux, des 
malformations structurelles et des déformations des traits du visage (Clark et al., 
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2012), présentent eux-aussi une commissure antérieure rudimentaire ainsi qu’une 
hypoplasie de certaines autre structures commissurales de la ligne médiane (Hayashi 
et al., 1996). L’épaisseur de la commissure antérieure est au contraire augmentée 
chez les patients porteurs de la malformation Chiari II, maladie congénitale 
responsable d’anomalies cérébrales (Herweh et al., 2009; Shuman, 1995).  
Les processus responsables du développement anormal des circuits commissuraux 
observés dans ces différentes pathologies sont encore très peu connus. Cependant, les 
avancées en génétique et en neuro-imagerie montrent un intérêt grandissant pour les 
mécanismes du guidage axonal et les possibles conséquences pathogènes de leurs 
altérations. 
2- Les neurones commissuraux de la moelle épinière 
Au cours des activités motrices, les côtés droits et gauches du corps doivent être 
coordonnés : les différents muscles se contractent de manière alternée ou 
synchronisée en fonction des mouvements effectués, la marche, la nage ou le saut par 
exemple. Les circuits commissuraux de la moelle épinière assurent ces fonctions. Ces 
neurones commissuraux sont des interneurones. Ils sont répartis en classes : les  
neurones générés précocement forment les classes dl1 à dl6 (entre les stades E10 et 
E12, chez la souris) et ceux générés plus tardivement composent les classes dlLA et 
dlLB (entre E11 et E13, chez la souris) (Figure 5) (Chizhikov and Millen, 2005). Les 
neurones proprioceptifs de la classe dl1 sont localisés dans la partie la plus dorsale de 
la moelle épinière, ils transmettent les informations au cervelet via la voie spino-
cérébelleuse et au thalamus via la voie spino-thalamique. Deux types de neurones 
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Figure 5 : Représentation schématique de la localisation des différentes populations neuronales sur une coupe
transversale de moelle épinière
Le domaine dorsal de la moelle épinière est subdivisé en deux classes d’interneurones: la classe A (dl1 à dl3) 
dont la différenciation dépend des signaux de la plaque du toit et la classe B (dl4 à dl6 et dlLA et dlLB) dont 
l’acquisition de l’identité se fait indépendamment de la plaque du toit. Ces deux classes prennent part à des 
circuits sensitifs. Les classes dlLA et dlLB naissent plus tardivement que les autres interneurones dorsaux. La moitié 
ventrale de la moelle comprend les interneurones ventraux (V0 à V3) et les motoneurones (MN). Ces neurones 
forment les circuits moteurs. La plaque du plancher est l’autre centre organisateur majeur de la moelle, elle 
secrète le morphogène Shh, nécessaire à la mise en place des lignages de la moelle.
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composent ces circuits : ceux dont les projections restent ipsilatérales (dl1i) et ceux 
dont les axones traversent la ligne médiane, les projections commissurales (dl1c) 
(Bermingham et al., 2001). Les neurones dl1 reçoivent leurs afférences du système 
nerveux périphérique et relaient l’information nerveuse à d’autres neurones.  
A- Différents types de projections commissurales 
Les différentes populations d’interneurones commissuraux projettent un axone qui 
traverse la ligne médiane au niveau de la plaque du plancher (PP). L’utilisation de 
traceurs lipophiliques et de souris dans lesquelles des rapporteurs comme la GFP ou la 
phosphatase alcaline ont été placés sous le contrôle de promoteurs spécifiques a 
permis de suivre leur trajectoire après la sortie de la PP. Les interneurones 
commissuraux sont classés en quatre catégories selon la trajectoire de leurs axones à 
la sortie de la PP. Les interneurones ascendants (Ia) ont un axone qui tourne 
rostralement après la traversée de la ligne médiane, tandis que les interneurones 
descendants (Id) ont un axone qui tourne caudalement à la sortie de la PP. Les 
projections des interneurones de la troisième catégorie s’orientent à la fois 
rostralement et caudalement (Iad). Enfin, la quatrième classe regroupe les 
interneurones dont l’axone parcourt une courte distance (Ic), souvent au sein d’un 
même segment antéropostérieur de la moelle épinière (Figure 6). 
Les projections commissurales participent aux circuits sensori-moteurs qui permettent 
la sensation du touché et de la douleur ainsi que le positionnement du corps et la 
coordination motrice. La localisation précise des corps cellulaires dont proviennent 
ces projections a été étudiée grâce à l’injection de marqueurs rétrogrades tels que les 
dextrans amine fluorescents. Ainsi, il a pu être noté que les quatre types 
Figure 6 : Schéma des différents types de projections des interneurones commissuraux
(A) Représentation schématique de la moelle épinière avec la délimitation du domaine dorsal et ventral
(B) Représentation de la moelle en configuration de livre ouvert avec le domaine dorsal à l’extérieur et la 
PP au centre. Les interneurones ascendants (Ia, en rouge) sont situés dans le domaine dorsal, intermédiaire 
et ventral, ils projettent un axone qui tourne rostralement après la traversée de la PP. Les interneurones 
descendants (Id, en vert), ascendant/descendants (Iad, en jaune) et les interneurones courts (Ic, en bleu) 
sont situés dans le domaine intermédiaire et ventral, ils projettent un axone qui tourne rostro-caudalement 
pour les Iad et caudalement uniquement pour les Id après la traversée de la PP. Les Ic projettent un axone 
qui parcourt une courte distance, souvent dans le même segment antéropostérieur.
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d’interneurones commissuraux sont étroitement mêlés. Les projections Ia proviennent 
de neurones situés au centre de la zone intermédiaire et de la corne ventrale, mais 
aussi de neurones situés dans la partie très dorsale de la corne dorsale (Figure 6). 
Comme la population Ia, la population Id siège dans des régions intermédiaires et 
ventrales, et très peu de fibres proviennent des régions très dorsales. Les populations 
axonales Iad et Ic ne proviennent que des régions intermédiaire et ventrale (Nissen et 
al., 2005; Stokke et al., 2002). Ces populations étant étroitement mélangées, l’étude 
spécifique de l’une d’entre elles s’avère extrêmement difficile. Il est cependant 
important de noter que l’injection de traceurs dans le domaine dorsal permet de 
cibler les projections de la population Ia ayant des trajectoires rostrales. C’est 
probablement la raison pour laquelle il s’agit de la population d’axones commissuraux 
la plus largement étudiée. Nous nous consacrerons dans cette introduction sur cette 
population.  
B- Physiologie des circuits commissuraux de la moelle épinière. 
Les projections des interneurones ascendants sont impliquées dans deux types de 
circuits : les circuits moteurs et les circuits sensitifs. Ces neurones prennent part aux 
circuits moteurs mis en jeu lors de mouvements rythmiques. Il existe au sein du tronc 
cérébral un générateur : le CPG (Central Pattern Generator) qui imprime une activité 
rythmique aux réseaux locomoteurs afin de contrôler la coordination motrice droite-
gauche (Butt et al., 2002; Kiehn, 2006). Deux types de signaux peuvent ainsi être 
générés : des signaux synchrones nécessaires pour les mouvements en phase comme le 
vol chez l’oiseau (Sholomenko et al., 1991), la course chez le chat (Miller, 1975) ou le 
saut chez la grenouille (Peters et al., 1996). Les CPG peuvent aussi générer des 
- 32 - 
 
signaux alternatifs pour les mouvements nécessitant une alternance des impulsions 
motrices droites et gauches comme lors de la marche (Miller, 1975; Sholomenko et al., 
1991) ou la nage (Delvolvé et al., 1997). 
D’autre part, les projections Ia sont aussi impliquées dans trois circuits sensitifs 
différents, en fonction de leur trajet dans le SNC : les voies lemniscales, extra-
lemnisacales et spino-cérébélleuses.  
La voie lemniscale 
La voie lemniscale ou proprio-spinale, transporte les informations de sensibilité tactile 
épicritique, proprioceptive consciente et la baresthésie (sensibilité à la pression). Les 
afférences nerveuses de ces neurones proviennent de capteurs situés dans l’épiderme 
et l’hypoderme. Le premier relais sensoriel de ce circuit est constitué par les neurones 
des ganglions dorso-rachidiens (DRG) qui vont acheminer l’information aux 
interneurones commissuraux du bulbe rachidien (Figure 7).  
La voie extra-lemniscale 
La voie extra-lemniscale ou spino-thalamique, transporte les informations thermique 
et de la douleur depuis les capteurs sensoriels localisés dans le derme. Ces 
informations sont transmises aux neurones commissuraux dorsaux par les axones de 
DRG. Les projections des neurones commissuraux croisent immédiatement la ligne 
médiane (Figure 7). Ils forment les faisceaux spino-thalamiques qui transportent vers 
le cerveau la sensibilité thermique et la sensibilité tactile grossière. Ce faisceau se 
divise en deux parties : le faisceau spino-thalamique ventral qui transporte la 
sensibilité douloureuse profonde, et le faisceau spinothalamique dorsal pour les 
sensations thermiques et les douleurs, brèves et précises. Ces faisceaux montent dans 
Thalamus
Bulbe 
rachidien
Moelle 
épinière
SYSTEME EXTRA-LEMNISCAL
Voie de l’alarme
Cortex
SYSTEME LEMNISCAL
Voie de l’information
Cortex
SYSTEME SPINO-CEREBELLEUX
Voie des réglages du
 tonus musculaire postural
Cervelet
Figure 7 : Représentation schématique des différentes voies de la sensibilité ascendantes
Trois voies permettent la transmission des informations de sensibilité. La voie lemniscale permet la transmission 
des sensibilités superficielles (sensibilité tactile), sensibilité profonde ou proprioceptive consciente (sensibilité 
articulaire et des positions), baresthésie (sensibilité aux pressions) et pallesthésie (sensibilité vibratoire). La voie 
extra-lemniscale pour les sensibilités protopathiques (tactile grossier) et les sensibilités thermo-algésiques 
(sensibilité thermique et douloureuse). Les voies spinothalamiques sont constituées de deux faisceaux, l’un direct 
permet la transmission de sensibilités proprioceptives inconscientes des membres inférieurs et du tronc et le 
second croisé pour les membres supérieurs.
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le cordon latéral de la moelle épinière puis dans le tronc cérébral pour atteindre le 
thalamus (www.anatomie-humaine.com). 
La voie spino-cérébéleuse 
La voie des sensibilités spino-cerebelleuses transporte vers le cervelet les sensibilités 
proprioceptives inconscientes c’est à dire la sensibilité à la tension des muscles et des 
tendons musculaires. Les afférences nerveuses de ces neurones proviennent de 
capteurs situés dans les muscles et les tendons. Les informations de tension sont 
ensuite acheminées jusqu’aux interneurones spinaux dorsaux via les ganglions dorso-
rachidiens (Figure 7). Deux faisceaux sont formés, ils transmettent des informations 
différentes. Le premier qui contacte directement le cervelet sans croiser la ligne 
médiane en portant les informations de sensibilité proprioceptive inconsciente des 
membres inférieurs et du tronc. Et le second qui est croisé, il traverse la ligne 
médiane avant de contacter le cervelet en véhiculant les informations de sensibilité 
proprioceptive inconsciente des membres supérieurs. Ce deuxième faisceau n’est donc 
présent que dans le segment cervical de la moelle épinière (www.anatomie-
humaine.com). 
3- Navigation des projections commissurales 
Au cours de leur développement, ces projections vont être guidées vers leurs cibles 
par un panel de molécules de guidage. Si elles possèdent des cibles différentes, ces 
projections ont toutes en commun la nécessité de traverser la ligne médiane. 
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A- La ligne médiane, exemple de cible intermédiaire : étape clé de 
la navigation axonale 
La traversée de la ligne médiane est un processus qui a fasciné de nombreux 
neurobiologistes et fait l’objet de recherches détaillées. Au-delà du processus lui-
même, ce modèle illustre un principe plus général, qui concerne de nombreux axones 
dont les cibles sont particulièrement éloignées des neurones de projection. La 
navigation de ces axones nécessite la présence le long des trajets de cibles 
intermédiaires. La région de traversée de la ligne médiane en est une des mieux 
caractérisées. 
Les cibles intermédiaires ont souvent une origine gliale. Chez les vertébrés, elles sont 
impliquées dans le guidage des axones commissuraux de la moelle épinière (Kuwada, 
1986; Singer et al., 1979), ou encore des commissures du cerveau comme la 
commissure antérieure (Cummings et al., 1997; Pires-Neto et al., 1998) ou le corps 
calleux (Shu and Richards, 2001; Silver, 1993). Ces cellules gliales jouent aussi un rôle 
dans la décussation des axones dans le rhombencéphale, le tronc cérébral ou la voie 
cortico-spinale (Van Hartesveldt et al., 1986; Joosten and van Eden, 1989; Mori et al., 
1990). Le rôle de ces cellules gliales à la ligne médiane a été particulièrement étudié 
dans le contexte du chiasma optique et des commissures de la corde ventrale de la 
drosophile (Erskine et al., 2000; Marcus et al., 1995). Un de leur premier rôle est de 
filtrer le passage des axones commissuraux en empêchant celui des axones 
ipsilatéraux (Hidalgo and Booth, 2000; Jacobs and Goodman, 1989; Kidd et al., 1999).   
Le trajet des axones commissuraux peut être subdivisé en trois parties : navigation 
vers la plaque du plancher (étape de pré-traversé), traversée de la ligne médiane et 
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l’orientation post traversée (Figure 8). Nous allons décrire les mécanismes qui 
assurent chacune de ces étapes. 
B- Etape 1 : Navigation vers la plaque du plancher  
a- Action de facteurs répulsifs dorsaux 
La première étape de la navigation des axones commissuraux dl1 est de s’orienter en 
direction de la partie ventrale de la moelle épinière. Cette trajectoire initiale est 
contrôlée par des facteurs de guidage secrétés par les cellules environnantes. Des 
expériences de co-culture ont en effet permis de montrer que la plaque du toit (PT) 
secrète de signaux répulsifs, les BMP7 et GDF7. Des explants de PT ou des agrégats de 
cellules sécrétant BMP7 accolés à des moelles ouvertes repoussent les axones 
commissuraux (Augsburger et al., 1999). Il a récemment été observé que les BMPs 
influencent aussi la vitesse d’élongation des axones commissuraux en direction de la 
PP (Yamauchi et al., 2013). Dans cette étude, les auteurs suggèrent que la 
temporalité de la croissance est un élément de synchronie essentiel dans l’exposition 
des axones aux signaux de guidage. 
Plus récemment, un second signal répulsif de la PT a été identifié : la Draxine (Islam 
et al., 2009). Des expériences de co-culture ont permis de visualiser des effets 
répulsifs puissants de la Draxine sur les projections émises par les explants de moelle 
épinière dorsale. De plus, sa surexpression dans le tube neural chez le poulet perturbe 
la navigation des axones commissuraux. Enfin, chez la souris mutante pour Draxine, 
les projections commissurales s’orientent toujours en direction ventrale mais 
présentent une défasciculation importante, interprétée comme le reflet d’une 
diminution des forces exercées par les facteurs répulsifs présents.  
Figure 8 : Représentation schématique de la trajectoire des projections commissurales de la moelle épinière
L’orientation initiale des projections commissurales est sous le contrôle des BMP secrétées par les cellules de la 
PT qui repoussent les axones en direction de la région ventrale. Les axones sont attirés vers la PP par la 
Nétrine et Shh. Lorsque les axones traversent la PP, ils perdent leur sensibilité à ces facteurs attractifs et 
développent une nouvelle sensibilité aux facteurs répulsifs Slits, Ephrines et Sémaphorines secrétés par les 
cellules de la PP. La trajectoire rostro-caudale des projections est ensuite modulée par les morphogènes Shh 
et Wnt-4.
---
+ +
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Nétrine
Shh
+ +
- -
Slits, Ephrines
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b- Action de facteurs attractifs ventraux 
Lorsqu’ils se dirigent ventralement dans la moelle épinière, les axones sont maintenus 
en faisceaux compacts. Quand ils arrivent dans la partie ventrale, les axones 
commencent à recevoir des signaux émanant de la PP, cible intermédiaire importante 
qu’ils doivent traverser afin de franchir la ligne médiane. La Nétrine1 est le premier 
facteur chimio-attractif secrété par les cellules de la PP à avoir été identifié (Serafini 
et al., 1994). Son action nécessite la présence de DCC (Deleted in Colorectal Cancer; 
(Fazeli et al., 1997; Serafini et al., 1994)) dans les neurones commissuraux. L’ARNm 
de Nétrine1 est exprimé par les cellules de la PP chez le poulet et la souris au moment 
où les axones commissuraux traversent cette structure, il forme un gradient dorso-
ventral. L’immuno-détection de Nétrine1 montre que la protéine peut diffuser depuis 
sa source ventrale (Kennedy et al., 2006). Un second gène Nétrine a été identifié chez 
les vertébrés et invertébrés (drosophile), il code pour la protéine Nétrine2 qui partage 
les fonctions de guidage de Nétrine1 pour les axones commissuraux (Harris et al., 
1996; Serafini et al., 1994). Bien que DCC soit considéré comme étant le principal 
médiateur de l’attraction des axones commissuraux par la Nétrine, d’autres protéines 
transmembranaires ont été potentiellement impliquées dans la réponse aux Nétrines. 
DSCAM (Down Syndrome Cell Adhesion Molecule) se fixe sur la Nétrine1 et sa 
dérégulation par ARNi in-ovo perturbe le guidage des axones commissuraux (Liu et al., 
2009; Ly et al., 2008). Cependant les commissures se forment normalement chez la 
souris mutante pour DSCAM, indiquant un rôle mineur ou compensé dans le guidage 
commissural (Palmesino et al., 2012). La protéine G couplé au récepteur à adénosine 
A2b se lie elle-aussi à la Nétrine, elle joue un rôle dans la croissance des neurones 
commissuraux induit par la Nétrine (Corset et al., 2000). Plus récemment, une étude a 
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montré que l’effet de A2b n’est pas direct : son activation induit la suppression de 
Unc5A (récepteur de la Nétrine qui médie un effet répulsif) de la surface cellulaire et 
permet donc une réponse attractive (McKenna et al., 2008). Ces données illustrent 
que des modulations complexes interviennent au niveau des récepteurs pour contrôler 
la réponse attractive à la Nétrine. 
D’autres facteurs sécrétés par les cellules de la PP attirent les axones commissuraux. 
Shh via son récepteur Boc et VEGF via Flk1 agissent en complément des Nétrines. 
Isolément, la suppression de chacun de ces facteurs entraine des défauts plus ou 
moins importants de la capacité des axones commissuraux à atteindre la PP (Charron 
et al., 2003; Fazeli et al., 1997; Okada et al., 2006; Ruiz de Almodovar et al., 2011; 
Serafini et al., 1994). 
C- Etape 2 : Traversée de la ligne médiane 
La PP est une structure transitoire formée par un petit groupe de cellules épendimales 
à la bordure du canal. Comme la PT, la PP a de nombreuses fonctions 
développementales (Kiecker and Lumsden, 2012). Pendant les stades précoces de 
l’embryogenèse, la PP agit comme un centre organisateur en produisant des 
morphogènes comme Shh qui contrôlent l’identité des cellules du tube neural (Le 
Dréau and Martí, 2012). Le processus qui sous-tend la fonction de barrière de la PP 
s’appuie sur une temporalité de la sensibilité différente des axones commissuraux et 
ipsilatéraux aux facteurs répulsifs des familles Slits, Ephrines et Sémaphorines (Black 
and Zipursky, 2008; Dickson and Gilestro, 2006; Evans and Bashaw, 2010; Shirasaki et 
al., 1998). Les neurones ipsilatéraux sont d’emblés sensibles à ces signaux, ils ne 
traversent pas la ligne médiane tandis que les neurones commissuraux sont 
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initialement insensibles et traversent la ligne médiane. Pendant la traversée, les 
axones développent une sensibilité aux facteurs répulsifs, ce qui les empêche de 
retraverser la ligne médiane. 
a- Gain de réponse aux facteurs répulsifs 
La signalisation Robo-Slit 
Le rôle de la signalisation Robo/Slit a été particulièrement étudié chez la drosophile, 
où les cellules gliales de la corde ventrale à la ligne médiane permettent de ségréger 
les axones ipsilatéraux des axones commissuraux, comme le fait la PP chez les 
vertébrés. Le gène Comm (Commissureless) contrôle le choix ipsilatéral ou 
commissural après la traversée des axones. En effet, les axones ipsilatéraux exprimant 
Robo mais pas Comm sont sensibles au signal répulsif Slit et ne traversent pas la ligne 
médiane. La surexpression de Comm dans ces neurones permet à leurs projections de 
traverser, les neurones normalement ipsilatéraux acquièrent ainsi une trajectoire 
commissurale (Bonkowsky et al., 1999; Kidd et al., 1998). Au contraire, dans les 
neurones commissuraux Comm est exprimé avant la traversée de la ligne médiane et 
empêche la présence de Robo à la surface des cônes de croissances. Les axones 
commissuraux ne sont donc pas sensibles à Slit, ils peuvent ainsi traverser la ligne 
médiane (Georgiou and Tear, 2002, 2003; Keleman et al., 2002, 2005; Kidd et al., 
1999). Après la traversée de la ligne médiane l’expression de Comm est diminuée, les 
axones commissuraux acquièrent donc une sensibilité à Slit, ce qui permet de mettre 
en place la fonction de barrière de la PP (Brose et al., 1999; Kidd et al., 1998, 1999).  
Chez les vertébrés, le guidage des axones commissuraux à la ligne médiane est régulé 
par trois Slit et deux isoformes de Robo : Robo1 et Robo2. L’analyse des lignées de 
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souris mutantes pour un, deux ou les trois Slit a permis de montrer qu’ils agissent de 
manière synergique (Long et al., 2004). Bien que Comm ne soit pas présent dans le 
génome des vertébrés, le mécanisme de régulation de réponse à Slit est conservé 
entre les espèces. En effet, des expériences de co-culture ont permis de montrer que 
les axones ne sont pas sensibles à Slit avant la traversé de la PP alors qu’en phase de 
post-traversée ils montrent une réponse répulsive (Zou et al., 2000). Un troisième 
gène Robo a été identifié, l’épissage alternatif de son extrémité 3’ permet la 
formation de deux isoformes Robo3.1 et Robo3.2 (Chen et al., 2008). Ces deux 
isoformes diffèrent par leur domaine intracellulaire et ont des profils d’expressions 
différents : Robo3.1 est présent dans les axones commissuraux avant la traversée 
tandis que Robo3.2 est présent après la traversée de la PP (Chen et al., 2008; Dickson 
and Gilestro, 2006; Sabatier et al., 2004). Une étude récente a montré que lors de la 
phase de pré-traversée, les transcrits de Robo3.2 sont ciblés par un mécanisme de 
dégradation des ARNm non-sens. Lors de la traversée, ce mécanisme est inhibé par des 
signaux de la PP et permet donc la présence de Robo3.2 à la surface des cônes de 
croissance (Colak et al., 2013). La surexpression par éléctroporation de Robo3.1 
entraine des phénotypes de multiple traversée de la ligne médiane. Au contraire, 
celle de Robo3.2 empêche la traversée de la PP (Chen et al., 2008; Sabatier et al., 
2004). Ainsi, Robo3.1 serait un équivalent fonctionnel de Comm chez les vertébrés, il 
empêcherait les axones commissuraux exprimant Robo-1 et Robo-2 de répondre à Slit. 
La transition de l’isoforme Robo3.1 à l’isoforme Robo3.2 permettrait l’activation de la 
réponse à Slit.  
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La signalisation Ephrine-Eph 
La signalisation Ephrine-Eph a été largement impliquée dans la navigation des axones 
commissuraux et la traversée de la ligne médiane, au niveau du chiasma optique (Lee 
et al., 2008) ou de la décussation des fibres de la voie cortico-spinale (Kullander et al., 
2001; Yokoyama et al., 2001). En effet, au niveau du chiasma optique, il a été montré 
que EphB2 médie la répulsion des projections des neurones ganglionnaires de la rétine 
par EphrineB3 (Lee et al., 2008). Dans la moelle épinière, l’étude de la signalisation 
Ephrine est moins aboutie. L’expression des EphrinesB et leur récepteur EphB est très 
dynamique dans la moelle en développement. Ainsi, l’expression de EphrineB3 à la PP 
(Imondi et al., 2000) et l’expression de ses récepteurs Eph-B1 et Eph-B3 par les axones 
commissuraux (Imondi et al., 2000; Jevince et al., 2006) pourrait indiquer un rôle dans 
la régulation de la traversée de la PP. Des défauts de guidage sont observés aux 
abords de la PP chez le mutant EphrineB3 ainsi que chez les mutants EphB1, EphB2 et 
EphB3. Ces souris présentent des défauts de retour dans la PP après la sortie de la PP 
ou de trajectoires en zigzag lors de la traversée suggestive d’une fonction répulsive de 
EphrineB3 (Kadison et al., 2006). Ces études n’ont pas permis de déterminer si ces 
défauts reflètent une désorganisation des projections ipsilatérales et/ou 
commissurales. La visualisation de ces deux types de projections reste encore difficile 
dans ce système, faute de marqueurs appropriés. 
La signalisation Sémaphorine 
Chez les vertébrés, la signalisation Sémaphorine régule également la traversée de la 
ligne médiane. Dans la moelle épinière, l’ARNm de Sema3B est spécifiquement 
exprimé par la PP. En culture, Sema3B est un facteur répulsif pour les axones des 
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neurones commissuraux (Zou et al., 2000). Une étude menée au sein de mon équipe a 
permis de montrer que l’absence de Sema3B ou de son corécepteur PlexA1 induit des 
défauts de guidage des fibres commissurales dans la PP. En effet, chez ces souris 
mutantes des défauts d’arrêt des fibres et d’orientation prématurée dans la PP sont 
observés (Nawabi et al., 2010). Les mêmes défauts sont observés chez les souris 
mutantes pour Nrp2, sous unité de fixation de Sema dans le complexe récepteur (Zou 
et al., 2000).  
b- Perte de réponse aux facteurs attractifs 
Une régulation majeure du guidage des axones commissuraux dans la PP est leur perte 
de réponse à la Nétrine1 après la traversée (Shirasaki et al., 1998). Shirasaki et 
collaborateurs ont élaboré des expériences astucieuses de culture de moelle épinière 
d’embryons dans lesquels ont été greffés des PP auxquelles étaient exposés les axones, 
soit avant la traversée de leur PP endogène soit après. Les auteurs ont observé que les 
axones qui ont traversé ne sont plus attirés par la Nétrine de la PP ectopique. Ainsi, 
les axones perdent leur capacité de réponse au signal Nétrine attractif, une fois passés 
dans la PP. Une recherche des mécanismes sous-jacents a été conduite chez le xénope. 
Les auteurs ont conclus à un principe de hiérarchisation. Slit induit la formation d’un 
complexe entre Robo et DCC, ce qui inhibe la signalisation DCC (Stein and Tessier-
Lavigne, 2001).  
La navigation à la PP s’appuie sur un programme orchestré par une série de 
régulations de la sensibilité des cônes de croissance aux facteurs environnants qui 
permet l’entrée, la traversée et la sortie de la PP. La perte de sensibilité aux facteurs 
attractifs ainsi que le gain de réponse aux facteurs répulsifs sont deux mécanismes 
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synergiques qui permettent de convertir une cible intermédiaire initialement 
attractive en un territoire non permissif une fois la navigation effectuée. Cependant 
ces deux mécanismes ne sont pas suffisants pour conduire les axones commissuraux 
hors de la PP après la traversée de la ligne médiane. Deux signaux additionnels sont 
requis, l’un pour stimuler la croissance axonale et l’autre pour convertir le signal Shh 
attractif en signal répulsif. Le SCF (Stem Cell Factor) est exprimé de manière 
spécifique par les cellules de la PP, il participe à la sortie des axones commissuraux de 
la PP en stimulant leur croissance (Gore et al., 2008). Les souris mutantes pour SCF ou 
son récepteur kit, exprimé par les neurones commissuraux, présentent le même type 
de défauts : les fibres stagnent à la sortie de la PP.  
Deux études différentes ont rapportés d’une part un effet attractif de Shh en phase de 
pré-traversée chez la souris et d’autre part un effet répulsif en phase de post-
traversée chez le poulet, suggérant un changement de sensibilité des axones 
commissuraux à Shh lors de la traversée. Ces effets opposés de Shh s’expliquent par le 
recrutement sélectif de récepteurs différents. En effet, le récepteur de Shh en pré-
traversée est BOC tandis que c’est HIP qui est engagé en post-traversée pour médier 
l’effet répulsif. Ces résultats soulèvent la question des modalités de transition d’un 
récepteur à l’autre (Bourikas et al., 2005; Charron et al., 2003). Une étude récente 
propose que la transition soit régulée de manière intrinsèque à la cellule et 
dépendante du temps. En effet, cette étude montre que les neurones commissuraux 
en culture isolée convertissent leur attraction initiale à un gradient de Shh en 
répulsion après trois ou quatre jours de cultures (Charron et al., 2003; Yam et al., 
2012). Un tel changement « intrinsèque » de réponse au cours du temps avait déjà été 
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observé dans le système visuel du Xénope. Ainsi, les axones de la rétine d’abord 
insensibles à Sema3A acquièrent une sensibilité après 28 à 32 heures en culture. Dans 
ce système c’est une régulation de l’expression de son récepteur Nrp1, qui permet le 
changement de sensibilité à Sema3A. Le micro-ARN mir-124 permet de réguler la 
transcription de COREST qui agit comme un répresseur de l’expression de Nrp1 
(Baudet et al., 2013). Dans le cas du changement de réponse à Shh au niveau de la PP 
c’est un autre mécanisme qui semble agir, impliquant les protéines 14-3-3. In vivo, 
l’expression de 14- 3-3β et 14-3-3γ est enrichie dans les segments de traversée et de 
post-traversée et in vitro leur expression augmente avec le temps. Les expériences 
visant à diminuer le niveau d’ARN ou à limiter les interactions protéiques ne 
permettent pas de modifier le comportement des axones en réponse à Shh. Par contre 
l’augmentation du niveau de protéine 14-3-3 induit le changement de réponse des 
axones commissuraux. La modification du niveau de protéine 14-3-3 produit les mêmes 
défauts de guidage que ceux observés chez le mutant Shh (Yam et al., 2012). Ainsi, les 
auteurs proposent que l’augmentation des protéines 14-3-3 joue un rôle d’horloge 
interne pour conserver la réponse à Shh au cours de la navigation dans la PP. 
c- Régulation de l’adhésion cellulaire 
Les interactions entre le cône et les cellules de la PP sont également essentielles à la 
navigation de la PP. En effet, interférer par des anticorps bloquant ou des protéines 
recombinantes avec les protéines de la superfamille des IgCAM (Cell Adhesion 
Molecules), exprimées par les axones commissuraux et les cellules de la plaque du 
plancher perturbe profondément la traversée et la sortie de la PP (Stoeckli and 
Landmesser, 1995; Stoeckli et al., 1997). La F-Spondine est une molécule d’adhésion 
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cellulaire fortement exprimée par les cellules de la plaque du plancher. L’injection de 
F-Spondine dans la lumière du canal provoque une orientation prématurée dans l’axe 
rotro-caudal (Burstyn-Cohen et al., 1999). Chez la souris, L1-CAM est présent de 
manière spécifique dans les segments de traversée et de post-traversée des neurones 
commissuraux. Quand son expression est induite prématurément dans le segment de 
pré-traversée, les axones stoppent leur croissance dans la PP (Imondi et al., 2007). 
Pendant leur navigation, les axones commissuraux engagent donc des adhésions 
complexes et dynamiques avec leur environnement qui doivent être coordonnées avec 
les décisions de guidage prises par les cônes de croissance. Les mécanismes 
permettant l’intégration des données de guidage et d’adhésion sont encore très peu 
connus. 
D- Etape 3 : Orientation post-traversée 
a- Spécification de la trajectoire rostro-caudale 
Après la traversée de la PP, les axones commissuraux tournent longitudinalement, et 
naviguent dans l’axe rostro-caudal en direction des centres nerveux supérieurs. Tous 
les neurones commissuraux ne font pas les même choix d’orientation. Ainsi les axones 
commissuraux des neurones dl1 (dl1c) tournent en direction rostrale tandis que les dl2 
tournent dans les deux directions rostrale et caudale. Ce choix est contrôlé par les 
facteurs de transcriptions de la famille Lhx (Avraham et al., 2009). L’expression de 
Lhx9 est requise pour l’orientation en direction rostrale et celle de Lhx1 pour 
l’orientation caudale. 
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Action des gradients chimio-trophiques 
Au niveau protéique, l’orientation RC des projections des neurones commissuraux 
après la traversée de la PP dépend de gradients de molécules sécrétées. Deux 
gradients majeurs agissent de manière synergique et en opposition dans la moelle 
épinière en formation. Le premier gradient de Shh a une activité répulsive de caudal 
vers rostral (Bourikas et al., 2005), et le second gradient de Wnt est attractif et en 
direction rostrale (Bourikas et al., 2005; Lyuksyutova et al., 2003). Plusieurs Wnt, dont 
Wnt4, Wnt5a, Wnt7a et Wnt7b participent à ce gradient attractif (Lyuksyutova et al., 
2003). Stoeckli et collaborateurs ont montrés que chez le poulet l’expression des Wnt 
ne forment pas de gradient. Or ce signal est nécessaire à l’orientation rotro-caudale 
des axones. Les auteurs ont caractérisés une régulation originale de l’activité des Wnt. 
Le gradient de Shh génère un gradient de Sfrp1, antagoniste des Wnt. C’est l’action de 
Sfrp1 qui permet de générer un gradient de Wnt opposé à celui de Shh, et ainsi 
renforcer les informations topographiques nécessaires à l’orientation des axones 
(Domanitskaya et al., 2010). 
Action des molécules d’adhésion cellulaire 
Les molécules d’adhésion cellulaire jouent aussi des rôles important lors du guidage 
des projections après la traversée de la PP. Une fois que les cônes de croissance des 
neurones commissuraux ont fait leur choix d’orientation RC, ils naviguent 
longitudinalement pour atteindre leur cible. Cette étape de la navigation requière la 
contribution des molécules d’adhésion cellulaire. Chez le poulet, MDGA2 de la 
superfamille des IgCAM est exprimé par les neurones commissuraux de la moelle 
épinière (Joset et al., 2011). In ovo, la diminution de l’expression de MDGA2 altère la 
- 46 - 
 
croissance longitudinale des axones commissuraux. Les auteurs suggèrent que 
l’interaction homophilique de MDGA2 dans le segment de post-traversée, les axones 
commissuraux et ipsilatéraux formeraient des faisceaux et navigueraient ensemble. Le 
sous-groupe Necl/SynCAM de la superfamille des IgCAM, initialement découvert pour 
son rôle durant la synaptogenèse, est aussi actif lors du guidage des axones 
commissuraux. Il est exprimé par les cellules de la PP ainsi que par les axones 
commissuraux. Chez le poulet, la diminution de leur expression par siARN induit des 
défauts de guidage à la sortie de la PP. La perte de fonction dans les cellules de la PP 
ou dans les neurones commissuraux indique que ces deux sources de Necl/SynCAM sont 
nécessaires à l’orientation correcte des fibres après leur traversée de la PP. L’analyse 
des profils d’expression indique que Necl/SynCAM agirait en trans avec les membres 
de la famille Necl2 et Necl3, via des interactions hétérophiliques (Niederkofler et al., 
2010). La coordination de l’action de ces différentes molécules d’adhésion cellulaire 
pour faire la transition entre la sortie de la PP et l’orientation longitudinale reste 
encore à élucider. 
b- Organisation longitudinale des fibres commissurales 
Un code Robo pour l’orientation longitudinale des axones 
L’organisation longitudinale des fibres dans le segment de post-traversée a été 
particulièrement étudiée chez la drosophile. Les axones commissuraux en post-
traversée sont organisés en trois voies distinctes et parallèles à la ligne médiane, cet 
arrangement est contrôlé par Robo2, Robo3 mais pas par Robo1 (Rajagopalan et al., 
2000; Simpson et al., 2000). Afin de déchiffrer les caractéristiques de chaque protéine 
Robo, Spitzweck et collaborateurs ont générés des drosophiles transgéniques dans 
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lesquelles les séquences codant pour un Robo ont été introduites dans le locus d’un 
autre Robo (Spitzweck et al., 2010). Ces travaux ont permis de conclure que plutôt 
que des différences fonctionnelles, ce sont les profils d’expression spécifiques des 
Robo dans les axones en post-traversée qui permettent l’organisation en trois 
faisceaux.  
Chez les vertébrés, lors de la phase de post-traversée les axones suivent des positions 
médio-latérales distinctes même si les différentes voies ne sont pas individualisées 
comme chez la drosophile. L’étude des mutants Robo1 et Robo2 a montré leur 
implication dans la navigation post-traversée des neurones commissuraux. En effet, la 
perte de Robo1 réduit l’épaisseur du faisceau ventral tandis que la perte de Robo2 a 
un effet sur l’épaisseur latérale du faisceau d’axones (Jaworski, 2010). Des 
fonctionnalités ou expressions différentiant Robo1 et Robo2 sont également présentes 
chez les vertébrés, qui permettraient de déterminer les positions latérales des 
différents faisceaux d’axones lors de l’étape de post-traversée.  
Fasciculation sélective des axones 
Les marqueurs génétiques des neurones dl1 et dl2 ont été exploités dans l’embryon de 
poulet pour suivre spécifiquement les trajectoires axonales adoptées par ces neurones 
parmi l’ensemble des populations présentes (Avraham et al., 2009). L’analyse a révélé 
que les faisceaux formés par les axones dl1 sont positionnés plus ventralement que 
ceux formés de dl2. Ces marqueurs ont aussi permis de visualiser que les 
prolongements des neurones dl1c après leur traversée de la PP, se fasciculent avec les 
projections des neurones dl1i pour former un faisceau spécifique dl1. Ainsi, les 
faisceaux de fibres ipsilatérales peuvent contribuer à l’orientation des fibres 
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commissurales après leur traversée de la PP. Les modalités de ce guidage restent 
encore à définir.  
La fasciculation sélective des axones est généralement régulée par des molécules 
d’adhésions cellulaires. La distribution de ces molécules dans les neurones 
commissuraux est particulièrement dynamique, et peut varier entre les segments de 
pré-traversée, traversée et post-traversée. Chez la souris, L1-CAM est présent pendant 
les phases de traversée et de post-traversée au contraire de Tag-1, qui n’est présent 
que lors de la pré-traversée. Chez le poulet la répartition est différente, mais les 
profils restent compartimentalisés le long des axones (Imondi et al., 2007; Stoeckli 
and Landmesser, 1998; Wolfer et al., 1998). Par ailleurs, certains facteurs de guidage 
ont d’abord été identifiés pour leurs propriétés de fasciculation des axones. Parmi eux 
les récepteurs des Sema : Neuropilines et Plexines (Fujisawa, 2002). En plus de leur 
fonction dans le guidage axonal ces récepteurs pourraient donc avoir un rôle dans la 
régulation de la fasciculation sélective des axones commissuraux et ipsilatéraux.  
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CONTEXTE ET OBJET DE LA 
THESE  
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Ce chapitre illustre que la navigation vers une cible intermédiaire comme la ligne 
médiane met en jeu des régulations extrêmement complexes et dynamiques des 
effecteurs du guidage axonal. Les mécanismes moléculaires qui les contrôlent restent 
très peu connus, et concentrent l’attention des recherches menées dans ce domaine. 
En 2010, notre équipe a caractérisé le mécanisme contrôlant le gain de réponse au 
signal répulsif Sema3B. Ce mécanisme permet de taire la sensibilité des axones 
commissuraux à Sema3B avant la traversée de la PP et de la rallumer après la traversé 
(Nawabi et al., 2010). Ainsi, au stade de pré-traversée bien que les deux sous-unités 
du récepteur soient synthétisées, seule Nrp2 est présente à la surface du cône de 
croissance. La Calpaine1 est responsable du clivage de PlexA1 et empêche donc sa 
présence à la surface du cône de croissance et la formation d’un récepteur 
fonctionnel. L’action de cette protéase endogène, permet donc la modulation de la 
disponibilité du récepteur de Sema3B à la surface du cône de croissance. Des 
expériences de culture de PP ont permis de montrer qu’au stade de traversée, le cône 
de croissance détecte des signaux de la PP qui suppriment l’activité de la Calpaine, et 
donc le clivage de PlexA1. PlexA1 parvient donc à la surface du cône de croissance, où 
elle s’associe à Nrp2 et forme un récepteur fonctionnel, ce qui confère au cône de 
croissance une sensibilité au signal répulsif Sema3B (Nawabi and Castellani, 2011; 
Nawabi et al., 2010). 
A mon arrivée au laboratoire, la question majeure qui restait en suspend était la 
nature des signaux de la PP responsable de la suppression de l’activité Calpaine et la 
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restauration de l’expression de surface de Plexine-A1 qui en résulte. La première 
partie de ma thèse a été consacré à cette question.  
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I- gdnf activates midline repulsion by Semaphorin3B via NCAM 
during commissural axon guidance 
Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux mécanismes de modulation de 
réponse des axones commissuraux au signal Sema3B, exprimé à la plaque du plancher 
(PP), lors de la traversée de la ligne médiane. Les axones commissuraux de la moelle 
épinière sont sensibilisés à Sema3B au cours de la traversée de la PP. Nous avons 
identifiés gdnf et NrCAM comme étant responsables du mécanisme de gain de réponse 
à Sema3B observé lors de la traversée de la ligne médiane. Nous avons aussi montré 
que la signalisation de gdnf est ici médiée par le récepteur NCAM et son corécepteur 
GFRα1, indépendamment de Ret. 
 - Homaira Nawabi, co-premier auteur de cette étude, a identifié lors de ses 
travaux de thèse les candidats gdnf et NrCAM et a débuté l’analyse des lignées simples 
mutantes pour gdnf et NrCAM. 
 - J’ai repris cette étude, ai caractérisé les fonctions in-vitro de gdnf sur 
l’expression de Plexine-A1, l’activité Calpaine et les modèles de réponse de collapse. 
J’ai généré et analysé la ligné double mutante gdnf/NrCAM et identifié le récepteur 
de gdnf en jeu. Toutes les expériences présentées dans cette étude ont été réalisées 
avec l’aide dans un premier temps de Florie Reynaud, technicienne dans l’équipe, puis 
dans un deuxième temps de Karine Kindbeiter, ingénieure dans l’équipe.  
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SUMMARY
The Neurotrophic factor gdnf plays diverse develop-
mental roles, supporting survival and also acting
as a chemoattractant for axon and cell migration.
We report that in the developing spinal cord, a focal
source of gdnf is present in the ﬂoor plate (FP) where
commissural axons cross the midline. Gdnf has
no direct guidance properties but switches on the
responsiveness of crossing commissural growth
cones to the midline repellent Semaphorin3B by
suppressing calpain-mediated processing of the
Sema3B signaling coreceptor Plexin-A1. Analysis of
single and double mutant mouse models indicates
that although gdnf is the principal trigger of Sema3B
midline repulsion, it acts with another FP cue,
NrCAM. Finally, genetic and in vitro experiments
provide evidence that this gdnf effect is RET inde-
pendent and mediated by NCAM/GFRa1 signaling.
This study identiﬁes a regulator of midline crossing
and reveals interplays between Semaphorin and
gdnf signaling during axon guidance.
INTRODUCTION
The glial cell line-derived neurotrophic factor (gdnf), which
constitutes together with neurturin, artemin, and persephin the
gdnf family ligands, plays diverse functions during the formation
of the nervous system (Paratcha and Ledda, 2008). It promotes
the survival of midbrain dopamine neurons and motoneuron
subsets and contributes to the proliferation, migration, and
differentiation of enteric neural crest-derived cells (Gershon,
2010). Gdnf also inﬂuences axon extension, acting as an axon
growth promoter and a chemoattractant for various neuronal
projections (Paratcha et al., 2006, Paratcha and Ledda, 2008;
Schuster et al., 2010). Hence, a focal source of gdnf at the
dorsal basis of the limb was found cooperating with the Ephrin
signaling to control the dorsoventral choice of motor axon
branches in their ﬁnal target (Kramer et al., 2006; Dudanova
et al., 2010). Gdnf mediates these effects via two main signaling
receptors, the tyrosine kinase RET and the IgSuperFamily cell
adhesion molecule (IgSFCAM) NCAM, both of which require
the GPI-linked GFR family member GFRa1 as a coreceptor for
proper ligand binding and activation (Paratcha and Ledda,
2008). In addition, the heparan sulfate proteoglycan syndecan-
3 has been recently implicated in gdnf-mediated migration of
cortical neurons (Bespalov et al., 2011) and other receptors
may exist because gdnf was reported to stimulate the migration
of cortical interneurons arising from the medial ganglionic
eminence via a GFRa1-dependent signaling receptor distinct
from RET and NCAM (Perrinjaquet et al., 2011). These different
receptor types do not appear to mediate speciﬁc distinct gdnf
functions. For example, both RET and NCAM have been re-
ported to mediate the gdnf chemoattractive effect on the migra-
tion of enteric and rostral migratory stream (RMS) neurons,
respectively (Natarajan et al., 2002; Paratcha and Ledda, 2008).
While gdnf has been shown to guide the navigation of
neuronal projections in the periphery (Paratcha and Ledda,
2008), little is known concerning whether gdnf inﬂuences axon
guidance in the central nervous system (CNS). Indeed, analysis
of gdnf null embryos revealed reduced numbers of various
neuron subtypes, such as motoneurons, sensory neurons, and
sympathetic neurons, imputable to the gdnf-mediated survival
function. However, no obvious axonal defects in the CNS have
been reported (Rahhal et al., 2009). In contrast, its deletion
was shown to have drastic consequences in the periphery, for
example, in muscle innervation (Haase et al., 2002; Kramer
et al., 2006; Paratcha and Ledda, 2008). By investigating gdnf
expression pattern in a gdnf lacZ transgenic mouse line, we ob-
served a prominent and restricted gdnf source in the CNS ﬂoor
plate (FP). The FP plays a key role in the formation of CNS
neuronal circuits, segregating commissural projections that
cross the midline to connect contralateral targets from ipsilateral
projections innervating targets from the same side (Evans and
Bashaw, 2010; Che´dotal, 2011; Nawabi and Castellani, 2011).
A complex multistep guidance program controls the trajectory
of commissural projections. In the spinal cord, commissural
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axons arising from dorsally located interneurons are guided
toward the FP by several attractive FP cues, Netrin1, Shh, and
VEGF (Charron and Tessier-Lavigne, 2005; Ruiz de Almodovar
et al., 2011). Upon midline crossing, commissural axons acquire
responsiveness to several local FP repellents, among which
are Slits and Semaphorin3B, which expel them from the FP
(Che´dotal, 2011; Nawabi and Castellani, 2011). At the FP exit,
commissural axons are oriented rostrally by anteroposterior
gradients of Wnts and Shh (Lyuksyutova et al., 2003; Bourikas
et al., 2005).
This prompted us to investigate the role of the FP-derived
gdnf source during commissural axon guidance in the spinal
cord. We show that gdnf deﬁciency in mice induces no navi-
gational defects toward the FP but stalling and aberrant
crossing and postcrossing (PC) trajectories. Gdnf has no direct
repulsive or attractive property but unexpectedly confers
responsiveness to the midline repellent Semaphorin3B, acting
through NCAM, but not the RET receptor. Gdnf achieves
this effect by stopping calpain1-mediated processing of the
Sema3B signaling coreceptor Plexin-A1, thus allowing its cell
surface expression on crossing commissural axons and the
gain of response to Sema3B. Finally, analysis of double hetero-
zygous and homozygous mouse lines indicates that although
gdnf has a key contribution, it acts with a second FP cue,
NrCAM, to switch on the repulsive response of commissural
axons to Sema3B. This study provides insights into the spec-
trum of action of gdnf and identiﬁes a player in commissural
axon guidance.
RESULTS
The FP Produces and Secretes gdnf
Gdnf expression pattern was investigated in a gdnf lacZ reporter
mouse line, which allows the endogenous gdnf expression to
be followed using the bgalactosidase signal. A prominent and
focal lacZ staining was detected in the FP at embryonic day (E)
11.5, at the time commissural projections are navigating in the
spinal cord (Figure 1A). In ﬂattened whole-mount spinal cords,
designated ‘‘open books,’’ the lacZ staining concentrated close
to the midline (Figures 1B–1D), while immunolabelling with
anti-gdnf antibody showed that the protein distributes in the
entire FP (Figure 1E). To further demonstrate that the FP secretes
gdnf, we took advantage of an assay that we recently set up
(Nawabi et al., 2010; Ruiz de Almodovar et al., 2011), consisting
of microdissection and culture of isolated FP tissue for pro-
duction of conditioned medium (FPcm). gdnf could be detected
in dot blots performed with sample of FPcm prepared from
E12.5 embryos, thus showing that it is secreted by FP cells
(Figure 1F).
Gdnf Deﬁciency Does Not Impair Commissural Axon
Navigation toward the FP
Next, we investigated whether the FP gdnf source contributes to
commissural axon navigation in vivo by analyzing commissural
projections in gdnf lacZ null embryos. We ﬁrst examined whether
gdnf deﬁciency affects the general organization of the spinal
cord. In situ hybridization and immunohistochemistry was per-
formed on E11.5 transverse sections to detect Neurogenin1,
a transcription factor expressed by dorsal interneurons, and
the FP markers netrin1, Shh, and Wnt4. The expression patterns
of these different markers were comparable between null and
wild-type (WT) embryos, indicating that the loss of gdnf does
not apparently affect the corresponding cell populations (Figures
1G and 1H; see Figure S1A available online). Furthermore, at
both stages, axon patterns in the spinal cord detected with
general neuronal marker (Nf160kD) were not modiﬁed by the
gdnf deﬁciency (Figure 1I).
Then, to assess whether gdnf is required for commissural
axons to reach the FP, we analyzed the pattern of commissural
projections in cross-sections of gdnf+/+, gdnf+/, and gdnf/
embryos with commissural (Robo3, DCC) markers. No differ-
ence was detected between homozygous, heterozygous, and
wild-type embryos as, in all cases, commissural axons were
seen to reach the FP with comparable trajectories and fascicu-
lation state (Figure 1J).
Gdnf Deﬁciency Alters Crossing and Postcrossing
Commissural Axon Guidance
Alternatively, gdnf could inﬂuence the pathﬁnding of commis-
sural axons within and after FP exit. Therefore, we examined
crossing and postcrossing commissural trajectories in spinal
cord open book preparations from the gdnf mouse line. Small
crystals of DiI were inserted in the dorsal spinal cord domain of
E12.5 and E13.5 open books to allow the tracing of discrete
axonal tracts (number of embryos: 8/, 9+/, and 16+/+
from four different littermates). Three classes of trajectories
were deﬁned as follows: the ‘‘normal class’’ was when commis-
sural axons crossed the FP and turned rostrally, the ‘‘stalling
class’’ was when commissural axons were arrested in the FP,
and the ‘‘defective turning class’’ was when commissural axons
turned prematurely before or within the FP or turned in an aber-
rant rostrocaudal direction (Figure 2A). At E12.5, we observed
that the proportion of ﬁber tracts found to cross the midline
and turn rostrally in the WT embryos (normal class) was signiﬁ-
cantly reduced in the homozygous and heterozygous embryos.
Instead, the axons essentially stalled in the FP (Figure 2B). To
determine whether this behavior resulted from a developmental
delay, we examined the commissural trajectories 1 day later.
Interestingly, at E13.5, the proportion of stalling ﬁber tracts
was no longer different between the genotypes but the pro-
portion of axon tracts exhibiting errors of rostrocaudal choice
(defective turning class) was signiﬁcantly higher in the homozy-
gote and heterozygote embryos compared to the WT ones
(Figure 2B). Thus, loss of gdnf disturbs commissural axon path-
ﬁnding during FP crossing.
Gdnf Has No Collapse Activity on Commissural
Growth Cones
The lack of precrossing defects in the context of gdnf deﬁciency
suggested that gdnf does not act as a relevant chemoattractant
for commissural axons. Therefore, we investigated whether
gdnf provides them repulsive information by using in vitro
collapse assays. Dissociated E12.5 commissural neurons were
cultured as described in Nawabi et al. (2010) and exposed to
gdnf. Application of a known commissural repellent, slit1,
and a known commissural attractant, netrin1, was performed
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Figure 1. gdnf Is Secreted by the FP and Does Not Impact on Precrossing Commissural Axon Guidance
(A) Schematic drawing of commissural axon pathﬁnding from precrossing to postcrossing steps; gdnf expression in the FP, detected by bgalactosidase reaction
of cross-sections of E11.5 embryos from gdnf lacZ transgenic mouse line.
(B) Schematic drawing of open book preparation.
(C) Detection of gdnf with lacZ staining in E12.5 open books illustrating gdnf expression in the FP.
(D) Detection of islet1 with lacZ staining combined with immunohistochemistry in open books illustrating gdnf expression along the entire spinal cord. Ant,
anterior; Post, Posterior.
(E) Immunodetection of gdnf with anti-gdnf antibody illustrating the protein distribution in the FP of E12.5 open books.
(F) Immunodetection of gdnf in dot blot in samples of FPcm showing that gdnf is secreted by FP cells.
(G and H) In situ hybridization in E11.5 transverse sections illustrating the pattern of Netrin1 (G) and shh mRNA (H) in gdnf/ and gdnf+/+ embryos.
(I) Immunolabeling of Nf160kd in E11.5 (two left panels) and E12.5 (two right panels) transverse sections showing no difference of axon trajectories in gdnf+/+ and
gdnf/ embryos.
(J) Immunolabeling of DCC and Robo3 in E12.5 transverse sections showing no difference of precrossing commissural axon trajectories in gdnf+/+ and gdnf/
embryos. Scale bars represent 100 mm.
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as controls. Slit1, but not netrin1, induced a robust collapse of
commissural growth cones, compared to the control treatment.
Unlike Slit1, gdnf treatment failed to induce a collapse response
of commissural growth cones (Figures 2C–2F). Thus, gdnf did
not appear to have a direct collapse function on commissural
axons.
Gdnf Confers Responsiveness of Commissural Axons
to the Midline Repellent Semaphorin3B
Several studies have demonstrated that the sensitivity of
commissural axons to FP repellents is switched on after midline
crossing (Evans and Bashaw, 2010; Che´dotal, 2011; Nawabi and
Castellani, 2011). We previously showed by conditioning culture
Figure 2. gdnf Deﬁciency Impairs Commissural Axon Pathﬁnding in the FP and Switches on Responsiveness to the Sema3B Repellent
(A) Illustrations of commissural axon trajectories traced with DiI crystals inserted in the dorsal domain of open book preparations. The FP is delineated with green
dotted lines. Classiﬁcation into three categories is as follows: A, normal, rostrocaudal turning after FP crossing; B, stalling in the FP; and C, various defective
behaviors as premature and caudal turning. Scale bar represents 100 mm.
(B) Histograms of the commissural axon behaviors (mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ANOVA-1 test) in gdnf+/+, gdnf+/, and gdnf/ embryos at
E12.5 (number of crystals/number of embryos: 63/9 for gdnf+/+, 17/4 for gdnf+/, 50/6 for gdnf/) and E13.5 (number of crystals/number of embryos: 70/7 for
gdnf+/+, 55/6 for gdnf+/, 36/4 for gdnf/), showing that gdnf deﬁciency induces defective guidance choices in the FP.
(C) Collapse assays on E12.5 dissociated commissural neurons. Application of Slit1, but not netrin1, Shh, or gdnf, induced collapse of commissural growth cones.
Number of growth cones: 195 for cont, 290 for Shh, 313 for Netrin1, 212 for gdnf, 280 for slit1; two independent experiments.
(D) Histogram showing that application of gdnf triggered a collapse response of commissural neurons to Sema3B, as did the FPcm (mean ± SEM; *p < 0.05; **p <
0.01; ***p < 0.001; ANOVA-1 test). Number of growth cones examined: 312 for cont, 213 for FPcm, 323 for gdnf-400ng, 111 for gdnf-200ng, 157 for FP/gdnf; three
independent experiments, two coverslips per experiment.
(E) Treatment of commissural neurons with FPcm did not reveal a collapse activity of gdnf. Number of growth cones: 221 for cont, 312 for gdnf/FPcm, 157 for gdnf;
two independent experiments.
(F) Photomicrographs illustrating commissural growth cones after various treatments. Scale bar represents 15 mm.
(G and H) Photomicrographs and histograms of the guidance index in cocultures of dorsal explants with HEK secreting cont, gdnf, or Sema3B. The data illustrate
that gdnf has no direct guidance activity but sensitizes commissural axons to Sema3B repulsion. Scale bar represents 50 mm (mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001; Mann-Whitney U test).
(I) Collapse assays performed with regular FPcm, FPcm from gdnf+/+, and gdnf/. The histogram shows that the FPcm-gdnf+/+, but not the FPcm-gdnf/, could
confer to commissural growth cones a collapse response to Sema3B (3B) (mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ANOVA-1 test). The dot blot shows
gdnf detection in FPcm from control gdnf+/ tissue, but not from gdnf/ tissue.
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medium with isolated FP (FPcm) that local FP cues trigger
responsiveness of commissural axons to the midline repellent
Sema3B (Nawabi et al., 2010). Interestingly, the defects resulting
from gdnf invalidation resembled those induced by the loss of
Semaphorin3B or its signaling coreceptor Plexin-A1, suggesting
that gdnf could be the cue. To assess this idea, we applied gdnf
and FPcm as positive control to cultured commissural neurons
prior to Sema3B application. Strikingly, this experiment revealed
that gdnf could recapitulate the effect of the FPcm, triggering
Sema3B-induced collapse response of commissural growth
cones (Figures 2D–2F). We also investigated whether gdnf could
have, as Sema3B, an FP-triggered collapse activity. To assess
this idea, we exposed commissural neurons to gdnf alone and
combined it with FPcm. Analysis of the growth cone response
indicated that none of these conditions were sufﬁcient to reveal
a collapse activity of gdnf (Figure 2E).
To further conﬁrm these results, we cocultured dorsal spinal
cord explants with HEK cell aggregates secreting cont, gdnf,
or Sema3B and examined axon trajectories as described in
Falk et al. (2005). We observed that commissural axons freely
grew away and toward the cell aggregate in the control and
gdnf condition, indicating that gdnf does not act as a chemoat-
tractant and a chemorepellent for these axons (Figure 2G).
Equally, no growth constraint was observed in the Sema3B
condition. In contrast, application of gdnf prevented axon
growth toward the Sema3B-HEK cell aggregates (Figure 2H).
This thus conﬁrmed that gdnf switches on the repulsive
response of commissural axons to Sema3B. According to these
results, gdnf might contribute to the functional properties of the
FPcm, and thus depleting gdnf from the medium should impact
on the FPcm-mediated collapsing activity. To address this ques-
tion, we produced FPcm from gdnf+/+ and gdnf/ embryos
and tested their activity in collapse assays. As expected,
application of FPcm from gdnf+/+ (FPcm-gdnf+/+), but not from
gdnf/ (FPcm-gdnf/), embryos efﬁciently sensitized commis-
sural growth cones to Sema3B, as did the FPcm produced
from wild-type OF1 used in the previous experiments (Figure 2I).
Gdnf Mediates Suppression of Calpain1 Activity
and Triggers Increase of Plexin-A1 Levels
in Commissural Neurons
We found previously that FP signals contained in the FPcm
trigger the gain of responsiveness to Sema3B by suppressing
an endogenous protease activity mediated by calpain1 in com-
missural neurons. Thus, calpain cleaves Plexin-A1 and prevents
its cell surface expression prior to crossing (Nawabi et al., 2010).
If gdnf is involved in this regulation, then it should suppress
calpain activity and increase Plexin-A1 levels in commissural
neurons. We addressed these issues in several ways. First,
commissural tissue was microdissected and stimulated ex vivo
with gdnf or with FPcm as positive control and with control super-
natant as negative control. The tissue was lysed and processed
to measure endogenous calpain activity. We observed that
similar to FPcm, gdnf strongly decreased calpain1 activity in
commissural tissue (Figure 3A). Second, calpain activity was
detected in living cultures of dissociated commissural neurons
with the ﬂuorescent reporter t-BOC, whose cleavage by calpain
produces a ﬂuorescent signal (see Experimental Procedures).
The cultures were treated with gdnf, FPcm, or control superna-
tant. We observed a signiﬁcant 2-fold decrease of the proportion
of cells exhibiting high t-BOC ﬂuorescence in the FPcm and gdnf
conditions, compared with the control one (Figure 3B). Third,
commissural tissues were stimulated ex vivo with gdnf, or
control supernatant, then lysed and processed for detection of
Plexin-A1 protein by western blot. We observed that gdnf
application resulted in increased levels of full-length Plexin-A1
(Figure 3C). In parallel, the Plexin-A1-processed fragments in
commissural tissue were decreased by gdnf stimulation (Fig-
ure 3D). Fourth, we quantiﬁed Plexin-A1 level in cultured
commissural neurons and found a signiﬁcant increase of
Plexin-A1 ﬂuorescence in the gdnf-treated condition, compared
with the control condition (Figure 3E). Fifth, comparable experi-
ments on cultured commissural neurons were conducted using
FPcm-gdnf+/+ and FPcm-gdnf/. In contrast to the FPcm produced
from gdnf+/+ embryos, the FPcm lacking gdnf failed to decrease
the proportion of t-BOChigh neurons (Figure 3F). Similarly, we
observed that the genetic removal of gdnf resulted in a lack of
increase of Plexin-A1 levels (Figure 3G). Application of the
FPcm-gdnf+/+ signiﬁcantly increased Plexin-A1 levels, although
its activity was lower than that of the regular FPcm, due to the
dilution constraint imposed by the production procedure (see
Experimental Procedures).
Gdnf and NrCAM FP Sources Cooperate to Switch on
Sema3B Repulsion
In previous work, FP NrCAM was identiﬁed as a trigger of
commissural responsiveness to Sema3B. We therefore investi-
gated the respective role of NrCAM and gdnf by generating
a double gdnf/NrCAM mouse line. The general morphology of
dorsal neuron lineages and FP cells was assessed with Ngn1,
Shh, and Netrin1 and no obvious differences were observed in
the different genetic contexts (Figure 4A, Figure S1B). Similarly,
the general axon patterns observed with the neuronal marker
NF160kD were comparable (Figure 4A). The pattern of precross-
ing commissural projections investigated in E12.5 transverse
sections using commissural markers (DCC, Robo3) was also
comparable in all cases, revealing no striking abnormalities in
the fasciculation state and trajectories of commissural axons
toward the FP in context of gdnf/NrCAM deletion (Figure 4B).
We then analyzed the consequences of the NrCAM and gdnf
single or double deletion on crossing and postcrossing commis-
sural axon guidance. The Sema3B/Plexin-A1 was found in our
previous work to induce stalling in the FP and aberrant turning.
NrCAM deletion recapitulated these phenotypes only partially,
because only stalling of commissural axons and no turning
defects were observed (Nawabi et al., 2010; Figures 4C and
4D). Deletion of the two gdnf alleles resulted in abnormal turning
behavior, which was not observed when one gdnf allele re-
mained (Figures 2A and 2B). These results suggest that neither
cue is redundant, and both are required to ensure appropriate
axon guidance across the FP. In the gdnf/NrCAM line, turning
defects were prominent when both gdnf and NrCAM were inva-
lidated (Figures 4E–4G). However, removal of a single allele from
both genes also produced turning defects, indicating that
this context was not sufﬁcient to maintain a normal turning
behavior of commissural axons. Moreover, these turning
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Figure 3. gdnf Suppresses Calpain Activity and Upregulates Plexin-A1 Levels in Commissural Neurons
(A) Procedure used to measure calpain activity in commissural tissue and histogram of a representative experiment showing the inhibiting activity of FPcm and
gdnf treatments (total of three independent experiments).
(B) Calpain activity visualized by the t-BOC ﬂuorescence in cultured commissural neurons. The arrows depict examples of high t-BOC cells (white arrows) and low
t-BOC cells (yellow arrows). The magniﬁed panels illustrate high and low t-BOC ﬂuorescence in the soma and the axon shaft (mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001; ANOVA-1 test). Scale bar represents 50 mm.
(C) Representative western blot showing that treatment of fresh commissural tissue with gdnf, calpain inhibitor ALLn, and gdnf/ALLn all resulted in increase of
integral Plexin-A1 level, compared with control treatment. NT, negative control lysate of untransfected COS cells.
(D) Western blot showing the PlexinA1-processed fragments in control commissural tissues and their decrease by gdnf stimulation. Right: Plexin-A1-processed
fragments can be detected in COS7 cells transfected with a Plexin-A1 vector, but not in nontransfected cells (NT).
(E) Photomicrographs of Plexin-A1 immunolabeling in cultured commissural neurons treated with control and gdnf and histogram of the quantiﬁcation showing
that gdnf upregulates Plexin-A1 levels (mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; Student’s t test, 60 cells per condition, three independent experiments).
Scale bar represents 15 mm.
(F) Histogram of calpain activity in cultured commissural neurons showing that application of FPcm-gdnf+/+, but not of FPcm-gdnf/, could reduce the proportion of
high t-BOC cell population.
(G) Histogram and photomicrographs illustrating that application of FPcm-gdnf/, but not of FPcm-gdnf+/+, to cultured commissural neurons failed to increase their
level of Plexin-A1, compared with cont treatment (mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ANOVA-1 test). Scale bar represents 20 mm.
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defects were already detected at E12.5, a stage at which they
were not yet observed in the gdnf/ embryos (Figures 4E–
4G). Two-way ANOVA was used to assess the interactions of
gdnf and NrCAM in the gdnf/NrCAM mouse line, which gave
a signiﬁcant link (Figure S2A). Altogether, this suggests that
NrCAM and gdnf are both required and functionally coupled to
regulate FP crossing and turning of commissural axons.
To further assess the respective weight of NrCAM and gdnf,
we reasoned that it should be possible to analyze the conse-
quence of in vivo gdnf and/or NrCAM loss on Plexin-A1 levels
(Figures 5A–5F). Transverse sections of E12.5 embryos were
immunolabelled with Nf160kD and Plexin-A1 (n = 2 embryos
per genotype, 30 sections per embryo). Crossing and post-
crossing axon domains were delineated; the ﬂuorescence signal
was quantiﬁed with ImageJ Software, normalized to the size,
and the Plexin-A1/Nf160kD ratio was compared between the
different genotypes. This analysis revealed that the ratio sig-
niﬁcantly diminished in FP and PC domains after invalidation of
either gdnf or NrCAM; the strongest effect was obtained in
context of double deﬁciency, consistent with requirement for
both FP cues (Figures 5A–5F).
This reduction of Plexin-A1 protein level was not due to a
decrease of Plexin-A1 transcripts, which had comparable levels
in all genotypes, as shown by in situ hybridization performed
on E12.5 transverse sections (Figure S1B). Finally, cultures of
commissural neurons were exposed to variable combinations
of NrCAM and gdnf in order to mimic the in vivo context of allele
variations, and their growth cone collapse response to Sema3B
was investigated. We could observe that application of half of
the operationally deﬁned optimal doses of gdnf and NrCAM
had a signiﬁcantly more pronounced effect on the level of growth
cone collapse than the optimal dose of either. However, at lower
concentrations, this interaction could not be elicited reproduc-
ibly (Figure S2B).
The gdnf Effect Is NCAM, but Not RET, Dependent
Next, we asked which receptor mediates this gdnf modulatory
effect. Two major signaling receptors transduce the gdnf signal
in neurons, the tyrosine kinase RET and the IgSFCAM NCAM,
both of them requiring the GFRa1 coreceptor for high-afﬁnity
ligand binding and receptor activation. We thus investigated
the expression patterns of these known gdnf receptors in
E12.5 embryonic cross-sections. RET expression could not be
detected along commissural axons using an anti-RET antibody
(Figure S3A). Moreover, in E12.5 cross-sections of RET-cfp
knockin mouse line in which the cfp had been fused to the RET
coding sequence, a ﬂuorescent signal was seen in motoneurons
and motor branches exiting the ventral horn, but not along
commissural axons (Figure 6A). In contrast to RET, strong
NCAM expression could be seen along precrossing, crossing,
and postcrossing commissural axons, using antibodies to PSA,
the polysyalic acid carried by the core NCAM protein (Figure 6A,
Figure S3B). We also observed that like NCAM, GFRa1 was also
present along commissural axons. Notably, the GFRa1, but not
NCAM, immunolabeling was more intense along crossing axon
segments, whereas NCAM, but not GFRa1, distributed more
broadly along postcrossing axon segments (Figure 6A). NCAM/
GFRa1 colabeling was also performed in cultured commissural
neurons. Confocal stack images showed that the proteins were
present in the soma, along the axon, and in the growth cone, pre-
senting both colocalization and individual distribution proﬁles
(Figure 6B). Overall, these observations indicated that NCAM
and GFRa1, but not RET, had the expected expression to
mediate the gdnf effect in commissural axons.
Next, we investigated the pattern of commissural projections
in mice lacking gdnf receptors by DiI tracing in open books. To
further rule out RET contribution, we analyzed a RET ﬂoxed
mouse line in which RET had been deleted in spinal commissural
neurons by crossing the line with a Wnt1-CRE line (Retfwnt1;
Charron et al., 2003). Observations of DiI tracing in E13.5 Retfwnt1
open books revealed no evidence of aberrant axon choices
during FP crossing. A moderate 10% increase of stalling was
observed after ablation of RET but no signiﬁcant turning defects
were detected (Figure S3C). Next, commissural axon trajectories
were examined in open books from E13.5 NCAM knockout
mouse line (Figures 6C and 6D). In contrast, signiﬁcant defects
of FP crossing and rostrocaudal turning were detected in the
NCAM null embryos, compared to the wild-type ones, which
were similar to those observed in the gdnf null embryos.
These in vivo analyses indicated that NCAM, but not RET, is
probably the commissural neuron receptor of gdnf. If so, inacti-
vation of NCAM, but not RET, should compromise the ability of
commissural neurons to be sensitized to Sema3B by gdnf in
our neuronal culture model. This was assessed by application
of a function blocking NCAM antibody and by the genetic loss
of NCAM. In both cases, we found that commissural neurons
failed to acquire the collapse response to Sema3B that was
normally triggered by gdnf (Figures 6E and 6F). Moreover, appli-
cation of function-blocking antibodies to GFRa1 also resulted
in a lack of commissural axon sensitization to Sema3B (Fig-
ure 6E). Collapse assays were also performed on RETfwnt1
neurons and revealed that they could acquire responsiveness
to Sema3B normally, thus conﬁrming that RET is dispensable
for this process (Figure 6G). Thus, NCAM, but not RET, mediates
the gdnf regulation of commissural axon responsiveness to
Sema3B. Accordingly, invalidation of NCAM function should
compromise gdnf-mediated regulation of Plexin-A1 level and
calpain activity. To address these issues, we ﬁrst cultured
NCAM/ and NCAM+/+ commissural neurons and exposed
them to control and gdnf application for quantiﬁcation of
Plexin-A1. We observed that NCAM loss prevented gndf-
induced increase of Plexin-A1 levels (Figures 7A and 7B).
Second, the Plexin-A1/Nf160kD ratio in FP and PC domains
was determined in E12.5 NCAM+/+ and NCAM/ embryos.
This analysis revealed that the ratio was signiﬁcantly decreased
in the PC domain of NCAM/ sections, compared with the
wild-type ones, although in the FP domain, the ratio was not
statistically signiﬁcant (Figures 7C and 7D). In this mouse line,
a large amount of axons are still present in the FP at E12.5 due
to the genetic background (C57Black6) and have not yet ex-
perienced FP crossing. This might limit the possibility to
detect moderate differences. Third, using the t-BOC reporter,
we examined the calpain activity in NCAM+/+ and NCAM/
commissural neurons. We found that the proportion of cells
exhibiting high calpain activity (high t-BOC ﬂuorescence) was
signiﬁcantly decreased by gdnf in the NCAM+/+, but not
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Figure 4. gdnf and NrCAM Act Together to Regulate Commissural Axon Guidance
(A) Immunolabeling of transverse sections of E12.5 gdnf/NrCAM embryos showing comparable expression proﬁle of ngn1 and Nf160kD in the different
genotypes.
(B) DCC/Robo3 immunolabelling showing that the global pattern of commissural projections toward the FP is not affected by the gdnf/NrCAM deﬁciency.
(C and D) Analysis of crossing and postcrossing commissural axon trajectories in open book preparations of the NrCAMmouse line at E12.5 (C) and E13.5 (D).
Number of crystals/number of embryos for E12.5: 63/11 for NrCAM+/+, 35/9 for NrCAM+/, 148/11 for NrCAM/; for E13.5: 70/7 for NrCAM+/+, 57/12 for
NrCAM+/, 55/5 for NrCAM/. The histograms show signiﬁcant increase of stalling behavior, but not aberrant turning, in the context of NrCAM deﬁciency.
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NCAM/, condition (Figures 7E and 7F). Similarly, application
of a GFRa1 function-blocking antibody abolished the gdnf-
induced decrease of high t-BOC-labeled neurons (Figures 7G
and 7H). Finally, calpain activity was measured in commissural
tissue dissected from NCAM+/+ and NCAM/ embryos,
exposed to acute stimulation with gdnf and control. The analysis
revealed that gdnf could decrease the endogenous calpain
activity in NCAM+/+, but not in NCAM/, tissue (Figure 7I).
Altogether, these experiments provide evidence that NCAM
and GFRa1 are required for the gdnf-induced regulation of
Plexin-A1 levels and calpain activity in spinal commissural
neurons.
DISCUSSION
We report here that a local source of gdnf in the FP acting
through NCAM, but not RET, regulates the responsiveness
of commissural axons to the midline repellent Sema3B. Gdnf
(E and F) Analysis of axon trajectories in open books of the gdnf/NrCAM mouse line at E12.5 (E) and E13.5 (F). Signiﬁcant turning defects were detected in
the double homozygous and heterozygous embryos at both E12.5 (number of crystals/number of embryos: 63/9 for gdnf+/+/NrCAM+/+, 56/7 for gdnf+//
NrCAM+/, 37/6 for gdnf//NrCAM/) and E13.5 (number of crystals/number of embryos: 70/7 for gdnf+/+/NrCAM+/+, 115/16 for gdnf+//NrCAM+/, 37/5
for gdnf//NrCAM/) stages. For (C)–(F), mean ± SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ANOVA-1 test.
(G) Illustrations of commissural axon trajectories traced with DiI crystals inserted in the dorsal domain of open book preparations. The dotted lines delineate
the FP. Scale bar represents 100 mm.
Figure 5. Plexin-A1 Levels in Crossing and Postcrossing Axon Domains Are Altered by gdnf and NrCAM Deﬁciencies
(A and B) Photomicrographs of immunolabeling of PlexA1/Nf160kD in transverse sections of E12.5 embryos from the gdnf mouse line (A) and histogram
(B) showing moderate decrease of the Plexin-A1/Nf160KD ratio in the gdnf-deﬁcient condition. PC, Postcrossing domain (mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001; Student’s t test).
(C and D) Illustration and quantiﬁcation of Plexin-A1 levels in the NrCAM mouse line, showing that NrCAM loss results in modest but signiﬁcant decrease of
the Plexin-A1/Nf160kD ratio (mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; Student’s t test).
(E and F) Analysis of Plexin-A1 levels in the gdnf/NrCAM mouse line. The photomicrographs illustrate the drastic reduction of Plexin-A1, conﬁrmed by the
quantitative analysis (mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ANOVA-1 test). Number of sections/embryos: 51/3 for +/+; 51/3 for +/; 25/2 for/. Scale
bars represent 100 mm.
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Figure 6. NCAM, but Not RET, Mediates the gdnf-Induced Gain of Responsiveness to Sema3B
(A) Immunolabeling of E12.5 transverse sections with anti-PSA-NCAM and GFRa1 antibodies. NCAM is expressed rather uniformly along precrossing, crossing,
and postcrossing commissural axon segments, while GFRa1 expression is reinforced in crossing segments as shown in themagniﬁed panels. A cfp-RET signal is
detected in the motoneurons and in the dorsal horn, but not in the commissural projections visualized by Robo3 labeling.
(B) Stack of confocal images showing coimmunolabeling of NCAM (green) and GFRa1 (red) in cultured commissural neurons. Patches of NCAM/GFRa1 can be
detected in the soma, the axon, and the growth cone.
(C) Photomicrographs of DiI-traced commissural projections, illustrating the various types of defects observed in the NCAM null embryos.
(D) Histogram of commissural axon trajectories by DiI tracing of E13.5 open books showing that NCAM deﬁciency induces stalling and aberrant turning behavior
of commissural axons (number of crystals/number of embryos: 41/6 for NCAM+/+, 16/2 for NCAM+/, 52/6 for NCAM/).
(E) Collapse assays on cultured dissociated commissural neurons. Photomicrographs of collapsed and noncollapsed growth cones and histogram showing that
application of function-blocking antibodies to NCAM and GFRa1 abrogated the gain of responsiveness to Sema3B elicited by gdnf and FPcm. Number of growth
cones: 134 for cont, 131 for FPcm, 105 for gdnf, 129 for cont +anti-NCAM, 173 for FPcm/anti-NCAM, 165 for gdnf/anti-NCAM, 180 for cont+anti-GFRa1, 199 for
FPcm/anti-GFRa1, 161 for gdnf+anti-GFRa1; two independent experiments, two coverslips per experiment. For (D) and (E), mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01;
***p < 0.001; ANOVA-1 test.
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makes an important contribution to this process but also acts
with NrCAM in the FP to switch on the Sema3B repulsive
signaling by inhibiting calpain1-mediated processing of the
Sema3B coreceptor Plexin-A1. This mechanism prevents axons
responding to Sema3B at the precrossing stage, thus allowing
them to enter the FP, and then switches on sensitivity to Sema3B
at the postcrossing stage (Figure 8).
Gdnf, a Positive Regulator of the Repulsive
Semaphorin Signaling
The navigation of commissural axons across the FP has been
shown to be a complexmultistep process. Upon crossing, axons
acquire responsiveness to local repellents to which they were
not sensitive before crossing, thus gaining the information to
move away (Evans and Bashaw, 2010). Sema3B was shown
by previous work to be one such repulsive cue, expelling
commissural axons that have crossed the midline (Zou et al.,
2000; Nawabi et al., 2010). The gain of responsiveness to
Sema3B was also found to depend on local FP cues, whose
identity remained largely unknown. These cues suppress calpain
activity to restore the Sema3B coreceptor Plexin-A1 (Nawabi
et al., 2010). Our present data support that gdnf is a key regulator
of the activation of the Sema3B repulsive signal. First, gdnf null
embryos exhibit defective commissural axon trajectories con-
sistent with such a function. The lack of precrossing defects
does not support a role of gdnf in attracting commissural axons
toward the FP. Accordingly, in coculture assays, commissural
axons were not attracted by a gdnf source. This is consistent
with studies reporting that Netrin1, Shh, and VEGF mediate
together the attractive property of the FP (Charron and Tess-
ier-Lavigne, 2005; Ruiz de Almodovar et al., 2011). Rather, the
defects of commissural axons in the FP mimic those of
the Sema3B/Plexin-A1 deﬁciency and are consistent with a
repulsive function of gdnf. Nevertheless, we could not evidence
any direct repulsive activity of gdnf at basal level and/or after
conditioning with FP cues. In contrast, gdnf could confer a
collapse response of commissural growth cones to Sema3B.
Second, at a mechanistic level, the calpain activity that silences
the sensitivity to Sema3B by processing Plexin-A1 could be
suppressed by gdnf. Interestingly, while this property has not
yet been reported for gdnf, other neurotrophic factors such
as BDNF and NT-3 have been shown in recent work to exert
their stimulatory function on axon branching by inhibiting
calpain activity (Mingorance-Le Meur and O’Connor, 2009).
As expected, gdnf application also resulted in an increase of
Plexin-A1 cell surface levels in cultured commissural neurons
and fresh commissural tissue. Moreover, FPcm produced from
gdnf/ embryos loses its regulatory activity on growth cone
behavior, calpain activity, and Plexin-A1 levels.
These ﬁndings illustrate a modulatory function for gdnf and an
unexpected crosstalk with the Semaphorin signaling. Initially
identiﬁed as a survival factor, gdnf was reported to play addi-
tional important functions in recent years, contributing to the
developmental program of axon growth and navigation. In all
cases, gdnf was found to act as either a neurite growth promoter
or a chemoattractant for subsets of neuronal projections, such
as motor and sensory axons (Schuster et al., 2010; Dudanova
et al., 2010). Here we describe an original model system in
which gdnf contributes by giving repulsive information for the
developing neuronal projections. Contexts other than the FP
exist in which coincident expression of gdnf and guidance
cues has been reported. Interestingly, another major gdnf
source at the dorsal limb was found to cooperate with the
Ephrin signaling to control the dorsoventral choice of motor
branches in their target limb. This context, however, implicates
chemoattractive gdnf activity, which attenuates the repulsive
effect of Ephrin ligands (Dudanova et al., 2010). Nevertheless,
our data suggest that this other major gdnf source could, as
the FP, have an additional function, regulating the responsive-
ness of motor axons to Semaphorin family members, which
form several gradients in the limb and are also known to control
important guidance choices (Huber et al., 2005; Moret et al.,
2007). More generally, this gdnf/Semaphorin3B crosstalk could
also impact on other developmental processes such as oriented
cell migration.
Gdnf-Mediated Regulation of the Semaphorin Signaling
Requires NCAM, but Not RET
Although RET mediates crucial functions of gdnf (Paratcha and
Ledda, 2008), our data provide evidence that the regulation of
commissural axon responsiveness to Sema3B exerted by gdnf
is NCAM, but not RET, dependent. Thus, we could not detect
RET in commissural axons with either anti-RET antibodies or
ﬂuorescent cfp reporter in a RET-cfp mouse line. In contrast,
NCAM distributes along commissural ﬁbers from their initial
growth. The inactivation of RET inWnt1-expressing cells (includ-
ing the dorsal interneuron lineage) did not compromise the
gdnf-induced gain of response of commissural growth cones
to Sema3B. In contrast, the genetic loss of NCAM totally
abolished their sensitivity. In the NCAM null embryos, errors of
commissural axon trajectories were detected in the FP. Although
we cannot formally exclude that these defects result from other
functions of NCAM, they are very similar to those observed in the
gdnf null embryos. In contrast, in the RET f/f wnt1-cre line,
commissural axons tend to stall but commit no obvious guid-
ance errors during FP crossing. Finally, ex vivo and in vitro
assays conﬁrmed that commissural neurons lacking NCAM are
not sensitive to gdnf-induced suppression of calpain activity
and increase of Plexin-A1 levels, further supporting the con-
tribution of NCAM in this mechanism.
From the ﬁrst study reporting that NCAM is an alternative
receptor for gdnf (Paratcha et al., 2003), several contexts
(F) Histograms of collapse assays with NCAM+/+ and NCAM/ commissural neurons showing that NCAM deletion abolished the gdnf-induced gain-
of-collapse response to Sema3B. Number of growth cones: 395 for NCAM+/+ cont, 316 for gdnf; 279 for NCAM/ cont, 451 for gdnf; two independent
experiments, two coverslips per experiment.
(G) Histogram of collapse assay with RET-wnt1-ﬂox commissural neurons showing that the growth cones retain their ability to acquire a gdnf-induced collapse
response to Sema3B. Number of growth cones: 17 forRET+/+ cont, 31 for gdnf; 36 forRET/ cont, 83 for gdnf; two experiments, two coverslips per experiment
from two distinct embryos (mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; Student’s t test). Scale bars represent 100 mm in (A)–(C) and 15 mm in (D) and (E).
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have been reported in which gdnf acts as a chemoattractant
independently of RET via NCAM. For example, gdnf/NCAM
signaling stimulates Schwann cell migration and cortical neurite
outgrowth (Sariola and Saarma, 2003). Our study identiﬁes the
commissural system as an additional context, which, being
devoid of RET, stands as an interesting model to distinguish
in vivo RET-dependent and RET-independent gdnf functions.
GFRa1, which we found expressed in commissural neurons, is
also a player in this regulation, as its inhibition with a function-
blocking antibody abolished the gdnf/Sema3B crosstalk. GPI-
linked GFRs, which include the speciﬁc gdnf coreceptor
GFRa1, have complex functions andmechanisms of action (Par-
atcha and Ledda, 2008). They are indispensable for high-afﬁnity
receptor binding and activation but can play these roles both in
cis and in trans of the transducer receptor, acting on the gdnf
signaling both cell autonomously and non-cell-autonomously
(Sariola and Saarma, 2003). Intriguingly, we observed that
GFRa1 and NCAM expression proﬁles are not identical in the
spinal commissural projections. Both receptor components are
present in precrossing axon segments, while GFRa1, but not
NCAM, is enriched in crossing axon segments, NCAM having
a broader expression than GFRa1 in postcrossing axon
segments. Thus, several types of receptor platforms could
mediate the action of gdnf in the FP. GFRa1 could ﬁrst act in
cis with NCAM in the FP and then in trans after crossing to
suppress calpain activity and allow Plexin-A1 expression in
commissural axons. Alternatively, GFRa1 could act in cis only,
thus limiting in space the spectrum of the gdnf effect. Profound
investigations of the compartmentalization of the different
receptor components along commissural axon segments and
their dynamics during the process of FP crossing are needed
to elucidate these issues.
Cooperation of gdnf and NrCAM
In our previous work, we started investigating the nature of FP
cues triggering the responsiveness of commissural axons to
Sema3B. We showed that a restricted source of NrCAM in the
FP contributes to this process (Nawabi et al., 2010). The present
study provides insights into the physiological contribution of FP
gdnf and NrCAM. We found that the two active components
were equally competent to regulate the Plexin-A1/Sema3B
signaling in vitro, inhibiting calpain activity and restoring
Plexin-A1 expression in commissural neurons. Our study of the
different mouse lines conﬁrmed that gdnf- andNrCAM-mediated
regulations of Plexin-A1 take place during commissural axon
guidance at the FP. Nevertheless, this analysis does not allow
us to determine the nature of the links between NrCAM and
gdnf cues, perhaps because the method is not sufﬁciently sensi-
tive. Removal of two gdnf alleles or two NrCAM alleles or one
allele of both genes all resulted in equivalent decrease of
Plexin-A1 levels. The decrease was additional when the two
alleles of both genes were removed.
Figure 7. NCAM and GFRa1 Are Required for gdnf-Induced Regulation of Plexin-A1 Levels and Calpain Activity
(A) Histogram of the quantiﬁcation of Plexin-A1 ﬂuorescence in cultured commissural neurons, showing that gdnf increased Plexin-A1 levels inNCAM+/+, but not
NCAM/, neurons.
(B) Photomicrographs illustrating the abrogation of gdnf activity in context of NCAM deﬁciency. White arrows highlight the axon shaft.
(C) Illustrations of Plexin-A1 (green) and nF160kD (red) immunoﬂuorescence in the ventral spinal cord of NCAM+/+ and NCAM/ embryos.
(D) Quantiﬁcation of the Plexin-A1/Nf160kD ratio in transverse sections of NCAM+/+ and NCAM/ E12.5 embryos, showing decrease of the ratio in the PC
domain of NCAM-deﬁcient spinal cord.
(E) t-BOC assays performed in cultures of NCAM+/+ and NCAM/ commissural neurons exposed to control and gdnf application. The histogram depicts the
proportion of high t-BOC cells over the whole population, showing that it decreased in the gdnf-treated NCAM+/+, but not NCAM/, population.
(F) Photomicrographs illustrating t-BOC ﬂuorescence in living cultures of NCAM+/+ and NCAM/ commissural neurons. The magniﬁcation panels highlight
the labeling at cell level, which can be observed in the soma and the axon compartment depending on the condition.
(G) Histogram of t-BOC assays in cultured commissural neurons treated with anti-GFRa1 antibody, showing that it abolished the gdnf-induced reduction of high
t-BOC cell population observed in the untreated condition.
(H) Photomicrographs of t-BOC assays showing that function blocking of GFRa1 compromises the gdnf regulatory effect on calpain activity.
(I) Histogram of a representative experiment measuring endogenous calpain activity in commissural tissue from NCAM+/+ and NCAM/ embryos, treated with
control and gdnf. Gdnf decreases calpain activity in the NCAM+/+, but not NCAM/, tissue. For (A)–(G), mean ± SEM; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001;
Student’s t test. Scale bars represent 15 mm in (B) and 100 mm in (C), (F), and (H).
Figure 8. Summary of the Phenotypes and
Model of the Mechanism of Action of gdnf
(A) Summary of the phenotypes of commissural
axons observed in the different mouse lines.
(B) Precrossing commissural axons express
NCAM, GFRa1, and Nrp2 at their surface, but not
Plexin-A1, which is processed by calpain1. Upon
crossing, gdnf secreted by the FP activates the
NCAM/GFRa1 receptor and suppresses calpain1
activity, thus stopping the Plexin-A1 processing.
As a result, Plexin-A1 is present at the cell surface
and assembles with Nrp2 to transduce the
Sema3B signal.
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The analysis of commissural axon trajectories was more
informative on this question, because invalidation of NrCAM
and gdnf in mice resulted in different defects of commissural
axon guidance. NrCAM loss induces a stalling of commissural
axons at E12.5, which is still present at E13.5. In contrast, gdnf
loss induces stalling at E12.5, which does not persist at E13.5
but is replaced by aberrant turning. The stalling is not due to
alteration of NrCAM in the gdnf knockout embryos as the
patterns of NrCAM transcripts are similar in the gdnf+/+ and
the gdnf/ embryos (Figure S1B). While single NrCAM deﬁ-
ciency does not impact on the turning, deletion of NrCAM in
the gdnf null context aggravates the defects, because aberrant
turning only detected at E13.5 in the single gdnf null embryos
is already present at E12.5 in the double mutants. Moreover,
removal of only one allele of each gene also induces a more
severe phenotype (with turning defects present at E12.5) than
removal of both gdnf or both NrCAM alleles. The existence of
a signiﬁcant interaction between gdnf and NrCAMwasmoreover
conﬁrmed by ANOVA-2 test. Finally, our in vitro simulation of
hemizygocy showed that 2-fold dilution of the optimal concen-
tration of gdnf and NrCAM resulted in a signiﬁcantly greater
Sema3B-induced collapse response than the optimal concen-
tration of just one cue. Altogether, these data support a model
whereby gdnf and NrCAM act together to control the acquisition
of a repulsive response to Sema3B, which contributes to guide
commissural growth cones across the FP.
Additional investigations are required to deﬁne the exact con-
tribution of each cue, which could underlie the distinct outcome
of their invalidation in mice. Several hypotheses can be drawn.
First, apart from regulation of Plexin-A1 levels, additional
signaling differences between the two cues might be at play to
explain the differences. For example, the prominent stalling
observed in context of NrCAM deﬁciency could reﬂect a contri-
bution of NrCAM in contact interactions engaging the growth
cone with FP cells, as reported in the chick model (Stoeckli
and Landmesser, 1995). Second, distinct expression levels
and/or distribution proﬁles of NrCAM and gdnf could concen-
trate their action at a distinct step of the FP crossing. Likewise,
NrCAM loss could essentially affect commissural axon guidance
within the FP where the cue might be highly concentrated,
whereas gdnf loss would also affect the turning decision at the
FP exit, due to larger range of diffusion. Third, in the NrCAM-
and gdnf-deﬁcient embryos, the duration of FP crossing could
differ. NrCAM loss could slow down the progression of the
growth cone, allowing longer exploration and favoring appro-
priate turning choices. Conversely, in context of gdnf loss, the
progression could be unaffected, favoring turning errors. Finally,
a hierarchy between gdnf and NrCAM could exist, with NrCAM
being only required for reinforcing the gdnf action very locally
within the FP, where the sensitization process is taking place.
Whatever the case, our study identiﬁes unexpected coopera-
tion between a cell adhesion molecule and a neurotrophic
factor in the regulation of axon path ﬁnding. It also provides
evidence supporting that complex interplays between different
molecular signaling are crucial for the control of guidance
choices at critical steps of axon navigation, such as midline
crossing. Finally, Shh was reported in previous work to activate
the Sema3B midline signaling (Parra and Zou, 2010). In our
neuronal cultures, Shh application failed to confer a Sema3B-
induced collapse response of commissural neurons. Our ob-
servation that the loss of both gdnf and NrCAM fully recapitulate
the spectrum of phenotypes resulting from Sema3B/Plexin-A1
deﬁciency indicates that gdnf and NrCAM are the major triggers
of the repulsive Sema3B midline signaling. Thus, if Shh plays
a role in this regulation, then it might not be able to compensate
in vivo the lack of NrCAM and/or gdnf, as its expression pattern
was not altered by gdnf and NrCAM deﬁciencies (Figure 1H,
Figure S3D).
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Genotyping of Mouse Lines
Genotyping ofNrCAMmouse line was performed as described in Sakurai et al.
(2001). For the other lines we used the following probes, for gdnf: 658R50
TGCCTCTGCCTCCGCCATCT–30; LACZST 50CGCATCGTAACCGTGCATCT
GCCAGTTTGA–30; for gdnf 166 50 – ATT TTA TTC AAG CCA CCA TT –30; for
NCAM: NCAM KO and WT GCT-CAT-GTT-CAA-GAA-TGC-ACC, NCAM WT
CCT-CAG-GTA-TTA-TGG-TGT-TGG, NCAM KO ATC-CAT-CTT-GTT-CAA-
TGG-CCG.
Western Blot and Dot Blot
Spinal cords from E12.5 embryos were prepared in an open book conﬁgura-
tion. Dissected tissues were lyzed for 30 min at 4C. Samples were analyzed
by western blot, using anti-Plexin-A1 (1/1,000, AbCAM) and anti-b-actin
(1/1,000, Sigma) antibodies, as described in Nawabi et al. (2010). For dot
blot, the samples were spotted on a nitrocellulose membrane and probed
with anti-gdnf antibody (1/500, R&D).
Cultures of Dissociated Neurons, Preparation of FPcm, Collapse
Assay, and Cocultures
FPs were isolated from E12.5 embryos and cultured in three-dimensional
plasma clots in Neurobasal medium (GIBCO). The supernatant was collected
after 48 hr. For producing regular FPcm, four isolated FPs were grown in 500 ml
of medium. For production of the FPcm from the gdnf mouse line, due to the
limitations of obtaining more than one homozygote per littermate, one FP
was placed in 250 ml of medium and was thus diluted by 2-fold, compared
with the regular FPcm. The FPs from the different gdnf genotypes were
collected from the same littermates and produced concomitantly and diluted
the same way.
For collapse assay, dorsal spinal cord tissues from E12.5 embryos were
dissociated and cells were plated onto polylysin- and laminin-coated glass
coverslips in Neurobasal supplementedwith B27, Glutamine (GIBCO), and Ne-
trin-1 (R&D) medium. After 1 or 2 days in vitro, neurons were incubated with
control or FPcm or different molecules for 1 hr at 37C. Then Sema3B-AP
was added to cultures for 30min at 37C.Cells were ﬁxed in paraformaldehyde
(PFA) 4% in PBS/1.5% sucrose and labeled with phalloidin-TRITC (1/500,
Sigma). Collapsed growth cones were scored as in Falk et al. (2005). Statistical
comparisons were done with ANOVA-1 test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
Results from three to ten independent experiments with at least 80 cones per
experiment were pooled for the analysis. For coculture experiments, HEK293T
cells were transfected with plasmids encoding either Sema3B-Alcaline Phos-
phatase fusion protein gdnf or control Alcaline Phosphatase. Cell aggregates
were cocultured with dorsal spinal cord tissues cut into explants in Neurobasal
medium (GIBCO) supplemented with B27 (GIBCO), glutamine (GIBCO), and
Netrin-1 (R&D) medium. GDNF (400 ng; Sigma) was added twice to the culture
medium. Cocultures and spinal cord explants were grown for 48 hr, ﬁxed in 4%
PFA, and stained with anti-Nf160kD antibody. As described in Falk et al.
(2005), a qualitative guidance index was attributed to the cocultures to assess
the degree of repulsive (negative values) or attractive (positive values) effects.
The index ranged from 2 (when most ﬁbers grew away from the aggregate)
to +2 (when most of the ﬁbers grew toward the aggregate), with intermediate
situations (index of 1 and +1 for moderate guidance effects). An index of
0 was attributed to the cultures showing no preferential growth.
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Immunohistochemistry, lacZ Staining, and In Situ Hybridization
Weprepared 20 mmcryosections covering the entire spinal cord from embryos
ﬁxed in 4% paraformaldehyde, embedded in 7.5% gelatin, 15% sucrose in
PBS, and incubated over night at 4C with the following antibodies: Plexin-
A1 (1/100, AbCAM), Neuroﬁlament 160 kDa (1/100, RMO Zymed), Ngn1
(1/100, Santa-Cruz), Robo3 (1/100, R&D), DCC (1/100, BD), GFRa1 (1/100,
R&D), PSA-NCAM (1/100, DSHB), and secondary antibodies Alexa 594, Alexa
488 (1/500, Invitrogen), and Fluoroprobe 546 (1/100) with bisbenzimide
(1/2,000, Promega). For lacZ staining, spinal cord open books were prepared,
ﬁxed in 4% PFA, and incubated with 5 mM Ferro/Ferri cyanide, 2 mM MgCl2,
and 1mg/ml X-Gal in PBS at 37C and the reaction was stopped in PBS. Chro-
mogenic immunostaining and in situ hybridization was performed as described
in Moret et al. (2007). Nuclei were stained with bisbenzimide (Promega) and
actin with TRITC-phalloidin in neuronal cultures.
DiI Staining on Spinal Cord ‘‘Open Books’’
Spinal cords were dissected from E12.5 and E13.5 embryos of the gdnf
NrCAM, NrCAM/gdnf, NCAM, and RET-wnt-ﬂox mouse lines and prepared
in an ‘‘open book’’ conformation and ﬁxed in 4% PFA overnight. Small crystals
of DiI (Invitrogen) were inserted in the dorsal part of one hemicord. Axon trajec-
tories were observed using ﬂuorescence microscopy after 48 hr.
Analysis of Calpain Activity and Plexin-A1 levels
Isolated dorsal spinal cord fresh tissue was incubated for 1 hr at 37C with
control, FPcm, or gdnf and treated according to manufacturer’s instructions
(Calbiochem). Calpain activity was measured by ﬂuorogenic activity (Victor 3
multilabel counter, Perkin Elmer). For t-BOC assays, dorsal spinal cord tissues
from E12.5 embryos were dissociated, and cells were plated into polylysin-
and laminin-coated glass coverslips in Neurobasal medium (GIBCO) supple-
mented with B27 (GIBCO), glutamine (GIBCO), and Netrin-1 (R&D) medium.
After 2 days in culture, neurons were incubated with control, FPcm, or gdnf
for 1 hr at 37C. Neurons were then treated with t-BOC (10 mM; Invitrogen)
for 30 min at 37C; staining was observed immediately over 20 min maximum.
For the analysis, images from all conditions were collected with the same
settings. Using ImageJ, a constant threshold was applied to all images to
collect the high t-BOC cell population over the whole population, which was
quantiﬁed in phase contrast. Tomeasure Plexin-A1 levels, we treated neuronal
cultures with control, FPcm, or gdnf and processed for immunohistochemistry
with anti-Plexin-A1 antibody and phalloidin. Images of individual neurons
were taken and the Plexin-A1 ﬂuorescence was quantiﬁed using ImageJ
software. To measure Plexin-A1 levels in vivo, transverse sections were per-
formed and processed for immunohistochemistry with anti-Plexin-A1 and
anti-Nf160kD antibodies. The ﬂuorescence was quantiﬁed using ImageJ
software into the FP and the two adjacent PC domains and normalized to
the selected area.
Statistical Analysis
One-way ANOVAs were performed using Sigmaplot statistic package and
speciﬁc differences between groups were conﬁrmed with Bonferroni t test
for DiI analysis and Tukey t test for assays of collapse, t-BOC, and Plexin-A1
levels. Statistics on coculture experiments were done using Mann-Whitney
U test.
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Le GDNF : facteur de croissance et 
chimioattractant pour les axones
C’est dans le cadre d’études visant à 
purifier des molécules sécrétées par les 
cellules gliales et capables de promou-
voir la survie neuronale que le facteur 
neurotrophe GDNF (glial cell line-derived 
neurotrophic factor) a été isolé par N. 
Bermingham et ses collaborateurs [1]. 
La structure de cette petite protéine gly-
cosylée, d’une quarantaine de kDa, l’ap-
parente aux molécules de la superfamille 
du TGFβ (transforming growth factor β) 
et forme, avec trois autres membres - la 
neurturine [NRN], l’artémine [ART] et la 
persephine [PSP] - la famille des GDNF. 
Le GDNF est exprimé dans de nombreux 
tissus de l’organisme comme le foie, le 
cœur, les poumons ou encore les testi-
cules. Dans les systèmes nerveux central 
et périphérique, il est détecté dans la 
plupart des structures cérébrales. Il est 
ainsi accessible à de nombreuses popu-
lations de neurones : neurones dopami-
nergiques du mésencéphale ou cellules 
de Purkinje, motoneurones de la moelle 
épinière et, en périphérie, neurones sym-
pathiques et neurones entériques dérivés 
des crêtes neurales [2]. Le GDNF possède 
des propriétés biologiques diversifiées : 
dans le cerveau adulte, un de ses effets 
majeurs est de promouvoir la survie des 
neurones dopaminergiques. Il régule 
également d’autres aspects importants 
de la physiologie des neurones dopa-
minergiques, par exemple en stimulant 
la synthèse et le turn-over de la dopa-
mine. Dans la moelle épinière et les gan-
glions périphériques, il exerce des effets 
neuroprotecteurs et neurotrophiques 
 similaires sur les motoneurones et les 
neurones sensoriels. Le GDNF est ainsi 
une cible thérapeutique de première 
importance dans le contexte des mala-
dies neurodégénératives. Il est notam-
ment l’objet d’une attention particulière 
dans la recherche de traitements de la 
maladie de Parkinson [3].
Au cours du développement, le GDNF 
participe à de nombreuses étapes de la 
formation du système nerveux. Il régule 
la prolifération, la différenciation et la 
survie neuronales. Il participe aussi au 
contrôle des migrations cellulaires et à 
la navigation des projections neuronales. 
On attribuait jusqu’à maintenant au 
GDNF un rôle de facteur promoteur de 
croissance axonale et de chimioattrac-
tant dans ce processus de formation des 
connexions nerveuses, fonctions mises en 
évidence lors d’études de navigation des 
projections périphériques [2, 4]. C’est en 
étudiant les mécanismes de navigation 
d’une population d’axones se projetant 
dans la moelle épinière, les projections 
commissurales, que nous avons décou-
vert un nouveau rôle du GDNF. 
La navigation des projections axonales 
commissurales de la moelle épinière
La plaque du plancher, un territoire de 
cellules gliales situé au bord ventral du 
canal central de la moelle épinière, est 
un centre organisateur majeur, à la fois 
pour la mise en place des sous-types 
neuronaux de la moelle épinière et pour 
la formation des connexions spinales. La 
plaque du plancher sécrète des morpho-
gènes qui contribuent à définir les iden-
tités des neurones spinaux et qui sont 
réutilisés plus tardivement pour orienter 
la trajectoire des projections spinales. 
C’est par exemple le cas de Shh (sonic 
hedgehog) et des Wnt (wingless integra-
tion site), qui jouent des rôles clefs dans 
le guidage des projections commissu-
rales [5]. Ces projections émanent d’une 
population d’interneurones dorsaux et 
sont guidées jusque dans la plaque du 
plancher. À ce niveau, elles traversent la 
ligne médiane pour se projeter ensuite 
sur des neurones cibles situés du côté 
opposé à la région de leurs corps cel-
lulaires d’origine. Ces projections font 
partie d’un ensemble de circuits, dits 
commissuraux ou controlatéraux, qui 
permettent l’interconnexion des parties 
droite et gauche du système nerveux 
central assurant ainsi une coordination 
et une intégration des informations et 
des commandes [6]. La plaque du plan-
cher fonctionne également comme une 
barrière, en repoussant les populations 
de projections avoisinantes, dites ipsila-
térales, qui sont destinées à innerver des 
neurones situés du même côté. 
Le système des projections commis-
surales est l’un des modèles d’étude 
les plus exploités par les scientifiques 
pour comprendre les mécanismes qui 
contrôlent la navigation axonale, et 
identifier les molécules de guidage 
qui sont lues par l’extrémité motile de 
l’axone (qu’on appelle le cône de crois-
sance) et l’orientent en direction de 
sa cible. De très nombreux travaux ont 
révélé qu’au cours de la navigation des 
projections commissurales, les cônes de 
croissance répondent à une combinaison 
de signaux de guidage qui contrôlent 
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de biochimie, notre équipe 
a caractérisé en 2010 le 
mécanisme contrôlant le 
gain de réponse à un signal 
répulsif de la plaque du 
plancher, la sémaphorine 
3B (Sema3B). Ce méca-
nisme module la disponibi-
lité du récepteur de Sema3B 
à la surface du cône de 
croissance. Ce récepteur 
est un complexe formé de 
deux sous-unités : la neu-
ropiline-2 (Nrp2) qui fixe 
le ligand, et la plexine-A1 
(PlexA1) qui est recrutée 
par la neuropiline-2 pour 
assurer la transduction 
du signal Sema3B répulsif 
dans le cône de croissance. 
Au stade de pré-traversée, 
les deux sous-unités du 
récepteur sont synthétisées 
par les neurones commis-
suraux, mais seule Nrp2 
est présente à la surface 
du cône de croissance. En 
effet, PlexA1 est clivée par 
une protéase endogène, la calpaïne 1, ce 
qui bloque la formation d’un récepteur 
fonctionnel et donc la lecture du signal 
Sema3B par le cône de croissance. Au 
stade de traversée, le cône de croissance 
est exposé à des signaux émanant de 
la plaque du plancher qui suppriment 
l’activité calpaïne, et donc le clivage de 
PlexA1. La sous-unité parvient à la sur-
face du cône de croissance, où elle s’as-
socie à Nrp2, confèrant une sensibilité 
au signal répulsif Sema3B. Nous avons 
identifié NrCAM (neuronal cell adhesion 
molecule), une molécule d’adhésion de 
la superfamille des immunoglobulines, 
comme étant un premier signal de la 
plaque capable d’inhiber l’activité cal-
païne et de sensibiliser le cône de crois-
sance à Sema3B. Cependant, l’absence de 
cette molécule chez l’embryon de souris 
n’entraînait aucunement le spectre des 
défauts des projections commissurales 
que l’on pouvait attendre compte tenu 
de l’altération du mécanisme de gain de 
puis, et seulement dans un deuxième 
temps, des signaux répulsifs qui les 
repoussent hors de la plaque du plan-
cher et les dirigent dans l’hémi-moelle 
opposée. Les principaux acteurs molé-
culaires de ces effets d’attraction et de 
répulsion exercés par la plaque du plan-
cher ont été caractérisés. Les nétrines, 
Shh et le VEGF (vascular endothelial 
growth factor) agissent ensemble pour 
attirer les axones commissuraux dans la 
plaque, tandis que les Slit, les éphrines 
et les sémaphorines entrent en action 
dès leur traversée de la ligne médiane 
pour repousser les axones hors de la 
plaque du plancher [6, 7] (Figure 1).
En revanche, les mécanismes molécu-
laires qui contrôlent les variations 
séquentielles de sensibilité des neurones 
à ces deux types de signaux sont encore 
très peu connus. Par des approches 
expérimentales combinant différents 
modèles murins et aviaires, des modèles 
de cultures de tissus et des techniques 
successivement les étapes clés de leur 
trajet : l’étape de pré-traversée, qui 
amène les axones commissuraux dans la 
plaque du plancher ; l’étape de traver-
sée, au cours de laquelle les axones tra-
versent la ligne médiane ; et l’étape de 
post-traversée, qui permet aux axones 
de sortir de la plaque du plancher et de 
tourner longitudinalement pour naviguer 
parallèlement à la ligne médiane en 
direction du cerveau (Figure 1). 
Régulation des réponses axonales aux 
signaux de guidage 
Un des paramètres importants de cette 
navigation réside dans la régulation 
temporelle de la perception des signaux 
de guidage présents dans la plaque du 
plancher. En effet, pour que la traversée 
de la ligne médiane s’accomplisse, il est 
nécessaire que, dans un premier temps, 
les axones commissuraux perçoivent 
des signaux (signaux attractifs) qui les 
attirent dans la plaque du plancher, 
Dorsal
Ventral Plaque du plancher 
Caudal
Rostral
Nétrines
Shh
VEGF
Shh
Wnt4
Signaux répulsifsSignaux attractifs
Slit
Éphrines
Sémaphorines
Pré-traversée Traversée Post-traverséeA B C
Figure 1. Représentation schématique des trois étapes clefs de la navigation des projections commissurales de la 
moelle épinière au travers de la ligne médiane. A. Étape de pré-traversée. Les axones commissuraux des interneu-
rones dorsaux s’orientent en direction ventrale grâce à l’expression de signaux répulsifs dorsaux, et de signaux 
attractifs sécrétés par la plaque du plancher : les nétrines, Shh et le VEGF. B. Étape de traversée. Une fois la ligne 
médiane franchie, les axones acquièrent une réponse à des signaux répulsifs de la plaque : les Slit, les éphrines 
et les sémaphorines. Ce mécanisme transforme la plaque, initialement permissive, en un territoire hostile, qui 
repousse les axones du côté opposé de la moelle. C. Étape de post-traversée. La traversée de la plaque achevée, 
les axones commissuraux tournent en direction rostrale grâce à des gradients rostro-caudaux de morphogènes 
ou molécules de guidage, les Wnt et Shh, et progressent en direction de leur territoire cible.
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 étiquette fluorescente a été fusionnée à 
RET, que ce récepteur n’est pas présent 
dans les axones des neurones commis-
suraux. Au contraire, NCAM et GFRD1 ont 
été détectés dans les axones aux stades 
de pré-traversée, traversée et post-
traversée. L’analyse de la trajectoire 
des projections commissurales dans la 
lignée murine déficiente pour RET n’a 
révélé aucun défaut de traversée de la 
plaque du plancher, au contraire de la 
lignée mutante pour NCAM, qui reproduit 
les défauts attendus d’une perte d’acti-
vité de GDNF. Nous avons également 
observé, dans les modèles de cultures 
neuronales, que la perte de NCAM et 
GFRα1, et non celle de RET, compro-
met la mise en place du mécanisme de 
gain de réponse à Sema3B, c’est-à-
dire l’inhibition de l’activité calpaïne, 
l’expression de surface de PlexA1 et la 
réponse répulsive à Sema3B. Ces diffé-
rentes approches expérimentales ont 
donc permis de conclure que le média-
teur de GDNF dans ce système biologique 
est le complexe NCAM/GFRα1 (Figure 2).
Ces résultats permettent d’enrichir la 
palette des fonctions du facteur GDNF 
et d’identifier de nouveaux intervenants 
dans les voies de contrôle de la signali-
sation sémaphorine et les modifications 
post-traductionnelles des récepteurs 
plexine. PlexA1 est un récepteur par-
tagé par de nombreuses sémaphorines, 
sécrétées (Sema3A à Sema3G) comme 
transmembranaires (Sema5). Outre leur 
rôle lors du développement du système 
nerveux, les signalisations sémaphorine/
plexine exercent de nombreuses autres 
fonctions : elles participent à la for-
mation de nombreux organes et tissus 
comme le cœur, le système vasculaire 
et l’os [10] ; chez l’adulte, elles inter-
viennent dans les fonctions immunitaires 
[11]. L’altération de leur  expression 
ou de leurs propriétés contribue à la 
dissémination des cellules cancéreuses, 
à la vascularisation des tumeurs, ou 
encore à la limitation de la régéné-
ration du système nerveux lésé [12]. 
Cette étude ouvre ainsi des perspectives 
thérapeutiques car l’ensemble de ce 
la plaque du plancher qui ressemblent 
à ceux qui sont induits par la perte de 
la signalisation Sema3B/PlexA1. Ces 
défauts étaient toutefois atténués, ce 
qui suggérait l’action conjointe du GDNF 
et de NrCAM dans l’activation de la 
réponse répulsive à Sema3B. Pour valider 
cette hypothèse, nous avons généré une 
lignée de souris dont les gènes codant 
pour GDNF et NrCAM étaient invalidés : 
les défauts de traversée étaient cette 
fois aussi proéminents que ceux qu’en-
traîne la perte de Sema3B ou PlexA1 [9].
Classiquement, le GDNF exerce ses effets 
via deux récepteurs de signalisation 
principaux : la tyrosine kinase RET (rear-
ranged during transfection) et NCAM. 
RET et NCAM recrutent toutes deux 
un corécepteur, GFRD1 (GDNF family 
receptor a1), qui augmente l’affinité 
de liaison de GDNF et l’activation des 
voies de signalisation intracellulaires 
[2, 4]. Nous avons observé, par immu-
nomarquages sur coupes et analyse 
d’une lignée murine dans laquelle une 
réponse à Sema3B ainsi créée. Cela sug-
gérait que le signal majeur de régulation 
n’est pas NrCAM [8].
GDNF : un régulateur de la 
signalisation de la sémaphorine 3B
Nous avons donc cherché à identifier ce 
signal, et nous nous sommes intéressés 
à GDNF, dont la restriction d’expression 
à la plaque du plancher dans la moelle 
épinière en développement est particu-
lièrement frappante. Nous n’avons pas 
détecté sur les axones commissuraux 
les effets chimioattractif et promo-
teur de croissance typiques du GDNF. 
En revanche, nous avons observé, dans 
divers modèles de cultures neuronales, 
que le GDNF est capable d’inhiber l’acti-
vité de la calpaïne 1, et donc de restau-
rer l’expression de PlexA1 dans le cône 
de croissance des axones commissu-
raux et la réponse répulsive à Sema3B 
(Figure 2). De plus, nous avons observé 
que l’invalidation de GDNF chez la sou-
ris génère des défauts de traversée de 
Pré-traversée
Sema3B
GDNF
PlexA1/Nrp2
Nrp2
Calpaïne
PlexA1
Traversée Post-traversée
Désensibilisation Acquisition de la sensibilitéA B
NCAM/GFRĮ1
Figure 2. Action du GDNF dans le mécanisme de gain de réponse au signal répulsif Sema3B. 
A. Mécanisme de désensibilisation. Pendant l’étape de pré-traversée, le corécepteur PlexA1 est 
clivé par la calpaïne 1, ce qui empêche l’assemblage d’un récepteur fonctionnel de Sema3B sur le 
cône de croissance. Ce dernier est donc insensible à l’effet répulsif de Sema3B, et entre dans la 
plaque du plancher. B. Mécanisme de sensibilisation. Pendant la traversée, le GDNF se lie à son 
récepteur NrCAM/GFRD1 porté par le cône de croissance, et active une signalisation qui inhibe 
l’activité de la calpaïne 1. PlexA1 est alors accessible à la surface du cône de croissance, et le 
récepteur de Sema3B, devenu fonctionnel, confère au cône de croissance une réponse au signal 
répulsif. 
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réseau de protéines est impliqué dans 
de multiples contextes physiopatholo-
giques. De nouvelles questions se posent 
à présent : cette propriété de GDNF est-
elle partagée par d’autres facteurs neu-
rotrophiques ? la régulation de PlexA1 
intervient-elle également dans d’autres 
récepteurs plexines ? Si tel était le cas, 
le spectre d’interactions fonctionnelles 
entre ces différentes grandes familles 
de protéines en serait élargi. ‡
The neurotrophic factor GDNF, a novel 
modulator of the semaphorin signaling 
pathway during axon guidance
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> En l’absence d’ajustements appropriés 
de la microcirculation cutanée, la peau 
est en danger face à une pression, même 
légère, avec un risque d’escarres impor-
tant. Des processus biologiques parti-
culiers permettent à une peau saine de 
résister aux contraintes mécaniques, en 
particulier grâce à la capacité de vaso-
dilatation des microvaisseaux de la peau 
qui permet l’augmentation du flux sanguin 
cutané lorsqu’une pression faible lui est 
appliquée [1]. Cette vasodilatation est 
appelée PIV, pour pressure-induced vaso-
dilation.
Les sujets touchés par le vieillissement ou 
atteints de diabète [2, 3] sont privés de 
cette PIV et présentent une baisse précoce 
du flux sanguin cutané dès l’application 
de très faibles pressions, reflétant une 
fragilité vasculaire qui peut augmenter le 
risque d’escarres ou de plaies ischémiques 
de pression.
Notre objectif était d’identifier un méca-
norécepteur nerveux cutané qui déclenche 
la PIV. Les canaux ASIC (acid-sensing ion 
channels) [4] sont de bons candidats 
pour participer à la transduction méca-
nique dans la PIV, même si leur rôle comme 
mécanosenseur nerveux reste controversé 
[5, 6, 12]. Ces canaux appartiennent à 
la famille des canaux sodium sensibles 
à l’amiloride et des dégénérines (famille 
ENaC/DEG) qui comprend entre autres le 
canal sodium épithélial (ENaC). ASIC3, une 
des trois sous-unités, était un candidat 
particulièrement intéressant : (1) il est très 
exprimé dans les neurones sensoriels ; (2) il 
est présent dans les terminaisons nerveuses 
à des sites où les stimulus mécaniques sont 
convertis en signaux  électriques ; de plus, 
la mécanosensibilité est altérée chez des 
souris déficientes en ASIC3 (knockout) 
[7] ; (3) il est coexprimé avec le CGRP (cal-
citonin gene-related peptide) – un peptide 
vasodilatateur indispensable à la PIV [8] 
– dans la catégorie des neurones senso-
riels dont certains innervent les vaisseaux 
sanguins [9]. Pour toutes ces raisons, nous 
avons étudié le rôle d’ASIC3 dans la PIV et 
la survenue des escarres.
Le double rôle d’ASIC3 dans la 
protection contre les lésions induites 
par la pression cutanée
ASIC3 détecte les variations de pression 
cutanée
Afin de décrire précisément le rôle du 
canal ASIC3 dans la PIV, nous avons étu-
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III- Culture of isolated tissue and production of conditioned 
medium to assess functional properties of Floor-Plate released 
signals 
Dans cet article de procédure, nous avons détaillé les étapes nécessaires à la 
production de milieu conditionné de plaque du plancher puis au traitement de 
neurones commissuraux par ce même milieu conditionné.  
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DISCUSSION  
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La traversée de la ligne médiane par les projections commissurales, qui 
interconnectent les deux parties du système nerveux central, est un modèle classique 
d’étude du guidage axonal. Ce modèle a permis de révéler l’importance des processus 
de régulation des réponses axonales aux signaux de guidage. Ainsi, deux régulations 
majeures s’effectuent au cours de la traversée de la ligne médiane. Premièrement, 
les axones perdent leur sensibilité aux facteurs attractifs qui les ont initialement 
attirés vers la ligne médiane. Deuxièmement, les axones acquièrent une sensibilité à 
des signaux répulsifs également exprimés par la PP, dont l’action est de les empêcher 
de retraverser la ligne médiane et de les expulser hors de la PP.  
Mon travail de thèse s’est inscrit dans la continuité d’une étude précédente de 
l’équipe ayant abouti à la caractérisation du mécanisme moléculaire permettant aux 
axones commissuraux d’acquérir une sensibilité à l’un des signaux répulsifs majeurs de 
la PP, la Sémaphorine 3B (Figure 9). Mon travail a conduit à l’identification d’un 
signal clef de sensibilisation : le facteur neurotrophique gdnf. 
1- Un nouveau rôle de gdnf dans la navigation axonale 
Le gdnf est une protéine de la famille des TGF-β, il forme avec la neurturine, 
l’artémine et la persephine la famille des GDNF. Il a d’abord été identifié comme 
facteur de survie des neurones dopaminergiques, puis des neurones moteurs du 
système nerveux central et enfin des projections périphériques. D’autres rôles dans la 
prolifération, la migration et la différentiation des cellules neuronales lui ont ensuite 
été attribués. L’étude des projections périphériques a montré que gdnf est un facteur 
promoteur de croissance axonale et un chimio-attractant lors de la formation des 
Traversée
Désensibilisation
Calpaine
Sensibilisation
Sema3B
Calpaine
gdnf
NrCAM
NCAM / 
GFRD1 
Pré-Traversée Post-Traversée
Plexine-A1 faible Plexine-A1 forte
Figure 9 : Mécanisme de gain de réponse à Sema3B lors de la traversée de la plaque du plancher
Pendant l’étape de pré-traversée, le corécepteur Plexine-A1 est clivé par la calpaine1, ce qui empêche 
l’assemblage d’un récepteur fonctionnel de Sema3B à la surface du cône de croissance. Ce dernier n’est 
donc pas sensible à l’effet répulsif de Sema3B, et peut entrer dans la plaque du plancher. Pendant 
l’étape de traversée, le GDNF se fixe à son récepteur NCAM/GFRD1 porté par le cône de croissance, et 
active une signalisation qui inhibe l’activité de la calpaine1. La Plexine-A1 est alors présente à la surface 
du cône de croissance et forme un récepteur fonctionnel à Sema3B. Le cône de croissance est donc
sensible à Sema3B qui le guide hors de la plaque du plancher.
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connexions nerveuses (Dudanova et al., 2010; Schuster et al., 2010). Il a été montré 
dans différents systèmes que gdnf peut agir en association avec des facteurs de 
guidage. Ainsi, gdnf coopère avec la signalisation Ephrine pour contrôler le choix 
dorso-ventral des branches motrices lors de l’innervation de la partie dorsale du 
membre. Dans ce contexte, le gdnf est un facteur attractif qui diminue les effets 
répulsifs des ligands Ephrines (Dudanova et al., 2010). La réalisation de co-cultures et 
de tests de collapse n’a pas révélé qu’un tel rôle d’attraction de gdnf est en jeu 
pendant la navigation des axones commissuraux. De plus, le mutant ne présente pas 
les défauts attendus d’une telle action. En effet, si le gdnf avait une action attractive, 
son absence se traduirait par des défauts de trajectoire des axones commissuraux vers 
la PP, comme c’est le cas chez les mutants des signaux attractifs de la PP Nétrine ou 
Shh (Nawabi and Castellani, 2011). Or chez le mutant gdnf, le trajet de pré-traversée 
des axones commissuraux n’est pas altéré. De même dans nos expériences in vitro, 
seul ou associé au milieu conditionné de PP, gdnf n’a pas la capacité d’exercer un 
effet répulsif sur les axones commissuraux. Ces résultats suggéraient ainsi que gdnf 
n’a pas une action de guidage directe. En effet, nous avons pu montrer que ce n’est 
que lorsqu’il est associé à Sema3B qu’une réponse répulsive est observée. Dans la 
continuité des précédents travaux de l’équipe, nous avons montré que le traitement 
des neurones commissuraux par gdnf induit une augmentation du niveau de la Plexine-
A1 à la surface des cônes de croissance ainsi qu’une diminution de l’activité de la 
Calpaine-1, lesquels sont responsables de l’induction de la réponse répulsive à Sema3B. 
Ces données établissaient ainsi un lien inattendu entre gdnf et la signalisation 
Sémaphorine. Il est également intéressant de noter que cette propriété sur la Calpaine 
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était nouvelle pour gdnf mais avait déjà été décrite pour les autres facteurs 
neurotrophiques BDNF et NT-3 (Mingorance-Le Meur and O’Connor, 2009).  
2- Modes d’action de gdnf 
Le récepteur canonique des GDNF est composé de deux sous-unités, l’une qui permet 
la transduction du signal et l’autre la fixation du ligand. Le récepteur 
transmembranaire à tyrosine kinase Ret a été identifié comme étant le récepteur qui 
permet la transduction du signal des GDNF. Chez la souris, Ret est essentiel pour le 
développement des systèmes nerveux entérique, sympathique et parasympathique. Il 
joue aussi un rôle important lors du développement des reins, de la spermatogenèse 
et de la régulation de la glande thyroïde (Wang, 2013).  
Dans certaines régions du système nerveux, les expressions de gdnf et de Ret ne 
coïncident pas. Cette observation a conduit à la recherche de signalisations de gdnf 
indépendantes de Ret. Ainsi, Paratcha et collaborateurs ont identifié une contribution 
de la molécule d’adhérence NCAM et ont montré que les effets attractifs de gdnf 
peuvent être médiés par NCAM indépendamment de Ret (Paratcha et al., 2003). Par 
exemple, la signalisation gdnf-NCAM permet de stimuler la migration des cellules de 
Schwann ainsi que la croissance axonale des neurones d’hippocampe (Paratcha et al., 
2003, 2006). Cependant assez peu d’évidences in vivo existent pour étayer les rôles 
physiologiques de cette signalisation gdnf-NCAM. L’absence de Ret dans les neurones 
commissuraux ainsi que l’absence de défaut de trajectoire de leurs prolongements 
nous ont permis de montrer que Ret n’est pas le récepteur de gdnf dans ce système. 
En revanche NCAM est présent au niveau des projections commissurales. L’étude des 
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modèles murins de Ret et NCAM que nous avons mené ainsi que les tests fonctionnels 
ont confirmé que l’effet de gdnf est bien médié par NCAM et non pas par Ret. Ces 
données étayaient ainsi une contribution in vivo de la signalisation gdnf/NCAM au 
cours du développement du système nerveux. 
La transduction du signal gdnf nécessite la présence d’un corécepteur : GFRα1. GFRα1 
est l’un des membres de la famille des GFRα (GFRα1 – GFRα4), ce sont des récepteurs 
membranaires présents au niveau des radeaux lipidiques, ils sont liés à la membrane 
par une ancre GPI (Paratcha and Ledda, 2008). Chaque membre de la famille GDNF 
possède un récepteur GFRα préférentiel, GFRα1 pour gdnf. Cependant chacun des 
GFRα peut lier les autres membres de la famille GDNF. La présence du corécepteur 
GFRα est indispensable à la formation d’une interaction RET-GDNF de haute affinité 
ainsi qu’à la transduction du signal. L’apport de GFRα1 peut se faire en cis comme 
dans le cas d’un co-récepteur classique mais également en trans (Sariola and Saarma, 
2003). Nous avons observé que GFRα1 est bien exprimé dans les neurones 
commissuraux. L’inhibition de GFRα1 à l’aide d’anticorps bloquant a permis de 
montrer qu’il est nécessaire au mécanisme de gain de réponse à Sema3B. En effet, 
dans ces conditions gdnf n’est plus capable de supprimer l’activité de la Calpaine, et 
donc de restaurer le récepteur Plexine-A1 et la réponse répulsive. Le mode d’action 
cis ou trans de GFRα1 reste cependant  à définir. Nous avons noté que les profils 
d’expression de GFRα1 et NCAM ne sont pas exactement identiques dans les 
projections commissurales. En effet, des différences sont visibles dans les segments de 
traversée et de post-traversée : l’expression de GFRα1 semble renforcée lors de la 
traversée de la PP alors que celle de NCAM est renforcée dans le segment de post-
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traversée. Cette augmentation pourrait traduire l’existence d’une source 
supplémentaire de GFRα1 dans la PP, et une possible action en trans. 
NCAM est une protéine de la superfamille des immunoglobulines, dont l’une des 
caractéristiques est de former des homodimères. L’étude des interactions de NCAM a 
révélé que cette capacité à former des homodimères est très diminuée en présence de 
GFRα1. Les auteurs ont montré, dans cette étude que GFRα1 permet d’une part de 
réguler les interactions NCAM-NCAM et d’autre part d’augmenter la sensibilité à gdnf 
(Paratcha et al., 2003). On peut imaginer qu’après la traversée, NCAM 
indépendamment de GFRα1jouerait un rôle dans l’adhésion ou la fasciculation des 
axones commissuraux. Un tel rôle pourrait être confirmé par une étude détaillée de ce 
paramètre chez les mutants nuls de NCAM.  
3- Action synergique de gdnf et NrCAM 
L’étude précédente de mon équipe a montré que NrCAM est impliqué dans la 
régulation de la réponse à Sema3B. Au travers de l’analyse de la double déficience 
NrCAM/gdnf, mon travail de thèse a mis en évidence une action synergique de NrCAM 
et gdnf dans l’activation de la réponse répulsive à sema3B. Le mode d’action de 
NrCAM reste encore à définir. NrCAM est une molécule d’adhésion cellulaire de la 
superfamille des immunoglobulines L1-CAM. Elle est impliquée dans la formation de 
nombreux aspects du système nerveux comme la croissance et le guidage axonal, la 
formation des synapses ainsi que la myélinisation des nerfs. L’identification d’un 
récepteur pour NrCAM est d’autant plus compliquée qu’elle est capable d’interagir 
avec des molécules présentes en cis et en trans, et qu’elle est aussi capable de former 
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des liaisons homophiliques et hétérophiliques. Différents travaux ont permis 
d’identifier des récepteurs pour NrCAM: la F3/contactine ainsi que la Contactine-2, 
aussi appelée axonine-1 ou TAG-1 (Falk et al., 2002; Lustig et al., 1999). Mon équipe a 
aussi montré que NrCAM peut interagir avec la Neuropiline2, laquelle est présente sur 
les axones commissuraux et est nécessaire à la réponse à Sema3B. Une hypothèse 
intéressante serait que NCAM intègre gdnf et NrCAM. Comme NrCAM, NCAM fait partie 
de la superfamille des IgCAM et peux former des complexes homophiliques mais aussi 
des complexes hétérophiliques avec les autres membres de cette famille de molécules. 
Même si aucune étude n’a encore montré d’interaction directe de NCAM avec NrCAM, 
une hypothèse intéressante dans le système commissural serait que NCAM est un point 
d’intégration des signaux gdnf et NrCAM dans le gain de réponse à Sema3B. Cette 
interaction pourrait être directe mais pourrait aussi être indirecte et faire intervenir 
un troisième acteur. Il est intéressant de noter que la Contactine-2 est exprimée dans 
les neurones commissuraux (Maurel and Milev, P; Maurel, P; Häring, M; Margolis, R K; 
Margolis, 1996). Ainsi, on peut imaginer que lors de la traversée de la PP, NrCAM se 
fixe sur un complexe formé de la Contactine-2 et de NCAM pour induire la réponse à 
Sema3B, complexe qui pourrait également médier ou non la réponse à gdnf. L’étude 
des effets d’un anticorps bloquant pour la Contactine-2 sur le niveau d’activité de la 
Calpaine-1 ou le niveau de Plexine-A1 permettrait de déterminer si la Contactine-2 
joue un tel rôle dans le mécanisme de gain de réponse à Sema3B. L’étude biochimique 
de ces complexes dans les axones commissuraux permettrait également de tester 
cette hypothèse. 
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4- Régulation de l’activité Calpaine 
Les Calpaines sont des protéases dont l’activité est dépendante du calcium, elles 
interviennent dans la régulation de nombreux processus. Par exemple, elles jouent un 
rôle important dans la motilité cellulaire et les fonctions synaptiques, en clivant des 
complexes d’adhésion ainsi que des récepteurs aux neurotransmetteurs (Carragher and 
Frame, 2002; Wu and Lynch, 2006). Leurs fonctions pendant le développement du 
système nerveux sont moins bien caractérisées. Cependant, il a été montré qu’elles 
sont présentes dans les cônes de croissance où elles sont activées lors 
d’augmentations transitoires de la concentration intracellulaire en Calcium induite par 
les facteurs de guidage. Leur activation induit une diminution de la motilité du cône 
de croissance (To et al., 2007). Par ailleurs, les Calpaines agissent comme des 
régulateurs de la fonction protéique : elles processent les protéines plutôt qu’elles ne 
les dégradent, ce qui permet de moduler les interactions, l’état de phosphorylation, 
la distribution ou le trafic de ces protéines (Carragher and Frame, 2002). 
On peut imaginer que dans notre système, la fixation de gdnf et de NrCAM sur les 
cônes de croissance induit une diminution de la concentration intracellulaire en 
Calcium qui conduit à la diminution de l’activité de la Calpaine. Cette hypothèse est 
cohérente avec les effets de gdnf sur la concentration en calcium intracellulaire de 
neurones dopaminergiques. Une étude faite sur les neurones de DRG (Dorsal Root 
Ganglia) a montré que l’exposition prolongée au gdnf perturbe les niveaux d’activité 
des canaux calciques (Ciobanu et al., 2009). Au niveau de la PP, gdnf et NrCAM 
pourraient réguler négativement le calcium dans les cônes de croissances et supprimer 
l’activité de la Calpaine.  
- 64 - 
 
Alternativement, les effets de gdnf et NrCAM pourraient être médiés par le 
recrutement d’un inhibiteur de la Calpaine. La Calpastatine est l’inhibiteur endogène 
des Calpaines, il est caractérisé par une spécificité absolue pour sa cible (Goll et al., 
2003). La Calpastatine étant présente dans la moelle épinière (Park et al., 2014; 
Samantaray et al., 2013), il serait intéressant de déterminer si l’exposition des 
neurones commissuraux à gdnf et à NrCAM induit une augmentation de la Calpastatine 
dans leurs cônes de croissance. Ces hypothèses supposent que la suppression de 
l’activité Calpaine se fasse localement au niveau du cône de croissance. Aucune de 
nos observations ne permet encore de conclure à un processus local plutôt que général, 
bien que ce scénario soit le plus probable. Des expériences de suivi dynamique de 
l’activité Calpaine pendant la traversée de la ligne médiane devraient être mises en 
œuvre pour mieux comprendre comment ces régulations s’effectuent. D’une manière 
générale, il semble à présent nécessaire de se diriger vers des approches d’imagerie 
dynamique pour mieux caractériser les régulations des récepteurs de guidage et leur 
engagement dans les choix de guidage opérés par les axones commissuraux pendant la 
navigation de la PP. 
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PARTIE 2: CARACTERISATION 
D’UN NOUVEAU MODELE 
D’ASYMETRIE NEURONALE 
DROITE-GAUCHE: LES CIRCUITS 
MOTEURS DU DIAPHRAGME 
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1- Données introductives de l’asymétrie droite-gauche 
Une caractéristique remarquable des plans d’organisation des vertébrés est son 
apparente symétrie bilatérale : les côtés droit et gauche de l’organisme sont les 
images miroirs l’une de l’autre. Cette symétrie bilatérale externe est une 
caractéristique évolutive apparue très tôt et particulièrement bien conservée. Il est 
donc surprenant d’observer chez l’homme ainsi que chez tous les vertébrés une 
asymétrie des organes internes le long de l’axe droite - gauche (D-G) (Figure 10). 
Deux types d’asymétries contribuent à cette organisation asymétrique des organes. Le 
premier concerne les organes non pairés tels que le cœur, le foie, la rate ou l’estomac. 
Les primordiums embryonnaire de ces organes sont formés au niveau de la ligne 
médiane puis ils effectuent différents mouvements qui les conduisent à leur position 
définitive. Dans certains cas, comme lors de la formation du système vasculaire, 
l’asymétrie est due à une régression de certaines structures initialement bilatérales. 
Le second type d’asymétrie concerne les organes pairés tels que les poumons. Ces 
organes acquièrent des formes distinctes, dites droites ou gauches en référence à leur 
morphologie plutôt que leur position : un poumon avec trois lobes est dit droit quel 
que soit sa position par rapport à l’axe D-G. De nombreuses pathologies sont associées 
à des défauts d'asymétrie D-G, dans lesquelles les organes internes peuvent être 
totalement inversés (situs inversus), mélangés (hétérotaxie), ou encore identiques à 
droite et à gauche (isomérisme). Les chercheurs s’intéressent depuis de nombreuses 
années à comprendre pourquoi cette asymétrie des organes interne est présente, et 
quelles est sa fonction (Peeters and Devriendt, 2006). 
Figure 10 : Répartition asymétrique des organes internes
Le foie est disposé majoritairement sur la droite de l’organisme alors que l’estomac et la rate 
sont disposés sur la gauche. Le coeur est présent au centre mais pointe vers la gauche. Les 
poumons, organes pairs, sont asymétriques: le poumon droit est formé de trois lobes tandis 
que le poumon gauche n’est formé que de deux lobes.
adapté du livre « The Human Body and Health Revised» de Alvin Davison, publié en 1908
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2- Voies de signalisation régulant la mise en place de l’axe droite 
– gauche  
Les organismes pluricellulaires sont organisés autour de trois axes : l’axe antéro – 
postérieur (A-P), l'axe dorso – ventral (D-V) et l'axe droite – gauche. L’axe D-G est 
automatiquement déterminé par les axes A-P et D-V qui sont formés plus précocement. 
La mise en place de l’asymétrie D-G peut être divisée en trois phases, la première est 
un évènement de rupture de la symétrie bilatérale globale préétablie. Les centres 
organisateurs comme le centre de Spemann, aussi appelé nœud de Hensen chez la 
souris ou le poulet, sont responsables de l’organisation des axes. Présents chez les 
vertébrés, ils sont composés d’un petit groupe de cellules avec de fortes propriétés 
inductives. Les caractéristiques morphogéniques de ces cellules permettent 
d’organiser les feuillets embryonnaires et de régionaliser l’organisation de l’embryon. 
La seconde phase est la propagation de l’information de régionalisation aux tissus 
environnants ainsi que la mise en place asymétrique de cascades de signalisation. La 
troisième phase est la conversion de ces signaux en morphogenèse asymétrique des 
organes. Nous allons dans le paragraphe suivant décrire les signalisations qui mettent 
en place la latéralité droite-gauche au cours de ces différentes phases. 
A- Voies de signalisation de l’asymétrie viscérale 
La mise en place de l’axe droite – gauche dépend d’un évènement initial de rupture 
de la symétrie qui doit ensuite être propagé et amplifié. Deux types de rupture de 
l’asymétrie ont été observés. Le premier chez le xénope et l’oursin où l’activité de 
pompes ATPase induit une répartition asymétrique de déterminants génétiques (Adams 
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et al., 2006; Levin et al., 2002). Le second est observé au niveau du nœud 
embryonnaire chez la souris, le poulet et le poisson zèbre. Les cellules embryonnaires 
ciliées présentes dans cette structure mettent en place un flux au niveau du nœud : le 
flux nodal. En effet, les cils de ces cellules adoptent une trajectoire non pas circulaire 
mais elliptique par un basculement de leur partie basale (Spéder et al., 2007). Ainsi, 
elles génèrent des flux moléculaires orientés vers la gauche de l’embryon et 
permettent de rompre la symétrie (Nonaka et al., 2005). Une fois que l’orientation de 
l’axe D-G est déterminée, des cascades de signalisation distinctes sur la droite et sur 
la gauche de l’embryon se mettent en place pour renforcer cette asymétrie et la 
transmettre aux tissus qui formeront les organes asymétriques (Figure 11). Il est 
important de noter que les signaux impliqués dans la mise en place de l’axe D-G sont 
aussi responsables de la mise en place des axes A-P et D-V (Mercola and Levin, 2001). 
Ceci limite les possibilités de compréhension de la mise en place de l’axe D-G 
spécifiquement. 
a- La voie Nodal 
L’intérêt porté initialement à la voie Nodal  dans le contexte de la latéralisation 
droite-gauche a été suscité par l’observation de son patron d’expression en 
hybridation in situ. En effet, ces expériences ont mis en évidence une expression 
précoce de Nodal sur le côté gauche du nœud de Hensen, ainsi qu’une expression 
asymétrique dans le LPM (Lateral Plate Mesoderm) gauche chez le xénope, le poulet et 
la souris après la rupture de la symétrie (Collignon et al., 1996; Levin et al., 1995, 
1997; Lohr et al., 1997; Lowe et al., 1996; Rebagliati et al., 1998; Sampath et al., 
1997). Diverses expériences de manipulation de Nodal ont été conduites pour tester 
Figure 11 : Expression de la voie Nodal durant les phases précoces du développement embryonnaire
Un évènement de rupture de l’asymétrie intervient au stade E 7.5 quand les cellules embryonnaires 
ciliées produisent un flux de Nodal dirigé vers la gauche de l’embryon. Peu avant le stade E 8.5 une 
cascade de signalisation se met en place dans le LPM gauche de l’embryon. L’expression de Nodal 
est restreinte au LPM grâce à l’action de Lefty-1. L’expression de la voie Nodal initie l’activité de 
Pitx2. Ce programme contrôle l’organogenèse asymétrique à partir de E 8.5.
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son rôle dans la mise en place de l’asymétrie droite-gauche. La perte de Nodal chez la 
souris (Conlon et al., 1994; Zhou et al., 1993) ou chez le poisson zèbre (Feldman et al., 
1998) arrête ainsi le développement embryonnaire très précocement, avant même la 
mise en place de l’asymétrie D-G. L’activation ectopique de la signalisation Nodal 
dans la partie droite de l’embryon de xénope ou de poulet, génère des défauts de 
latéralité de la formation des organes (Levin et al., 1997; Sampath et al., 1997).  
Diverses études ont ensuite démontré que l’activation de la voie Nodal à plusieurs 
effets : d’une part l’expression des effecteurs de la voie Nodal dans le LPM et d’autre 
part l’expression de Lefty, antagoniste de Nodal qui permet de limiter 
géographiquement les effets de Nodal (Figure 11). L’expression de Lefty au niveau de 
la ligne médiane permet ainsi de créer une barrière à l’activité de la voie Nodal et de 
la restreindre à la LPM gauche (Meno et al., 1998). Des études fonctionnelles ont 
ensuite montré que l’activation du facteur de transcription Pitx2C par Nodal dans le 
LPM joue un rôle clé dans la mise en place des organes (Levin et al., 1997; Sampath et 
al., 1997). Ainsi, les souris mutantes pour Pitx2 présentent des défauts de latéralité, 
notamment au niveau des poumons et de l’appareil cardiovasculaire (Gage et al., 
1999; Lin et al., 1999). Il existe quatre isoformes de Pitx2 issues de promoteurs ou 
d’épissage alternatif (Lamba et al., 2008). La seule isoforme exprimée dans le LPM et 
de manière asymétrique est Pitx2C, ce qui suggérait que c’est la perte de cette 
isoforme qui conduit aux défauts de latéralité observés dans le mutant Pitx2. Cette 
conclusion a été validée par l’analyse d’une lignée spécifiquement invalidée pour 
cette isoforme Pitx2C, dans laquelle de graves défauts de latéralité ont été mis en 
évidence (Liu et al., 2002).  Les mutants pour les co-facteurs de Nodal, Cryptic et OEP 
(One-Eyed Pinhead), présentent également des défauts de latéralité (Bamford et al., 
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2000; Gaio et al., 1999; Rebagliati et al., 1998; Yan et al., 1999). Ces résultats 
s’expliquent par le fait que ces mutants ont perdu l’expression de Nodal ainsi que de 
ses effecteurs Lefty et Pitx2 dans le LPM gauche. Au final, ces nombreuses études 
rapportant des défauts de latéralité dans des contextes ou l’expression de la voie 
Nodal est altérée ont véritablement révélé l’importance de cette signalisation dans la 
mise en place de la latéralité. 
b- Régulation de la voie Nodal 
L’expression de la voie Nodal est régulée par de nombreuses protéines secrétées dont 
Shh et BMP. Il est apparu de plus que les régulations diffèrent selon les espèces. Chez 
le poulet, Shh est exprimé sur la gauche du noeud de Hensen et induit l’expression 
dans le LPM gauche de Caronte (de la famille Cerberus, connue pour avoir un rôle dans 
la mise en place des axes A-P et D-G chez les vertébrés (Belo et al., 2009)) qui inhibe 
la signalisation BMP (Rodríguez Esteban et al., 1999; Yokouchi et al., 1999; Zhu et al., 
1999). L’expression ectopique de Caronte sur la droite de l’embryon aboutit à 
l’expression de Nodal, tandis que l’induction de Nodal n’induit pas l’expression de 
Caronte. Ainsi, sur la gauche de l’embryon Caronte agirai en amont de Nodal pour 
supprimer la signalisation BMP et permettre l’expression de Nodal (Figure 12). La 
suppression de la signalisation BMP du côté gauche de l’embryon est donc nécessaire à 
l’expression de la voie Nodal à la fois aux abords du nœud et dans la LPM (Rodríguez 
Esteban et al., 1999; Yokouchi et al., 1999; Zhu et al., 1999). Au contraire, du côté 
droit, la signalisation BMP est nécessaire pour empêcher l’expression de Nodal.  
Chez le xénope, l’induction de Nodal est aussi bloquée par les BMP. L’expression d’un 
dominant négatif de BMP sur la droite de l’embryon induit l’expression de XNr1 
Observé chez toutes les espèces étudiées (Poulet, Souris, Xénope et Zebrafish)
Observé uniquement chez le Poulet et la Souris
Observé uniquement chez le Poulet
Observé uniquement chez la Souris
Voie inactiveVoie active
DROITEGAUCHE
Lefty1Nodal
Pitx2
Lefty2
BMP
Caronte
ShhActivine
Fgf-8
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Pitx2
Lefty2
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Caronte
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Figure 12 : Régulation de l’expression de la voie Nodal
La voie Nodal aboutit à l’expression de Pitx2 chez tous les organismes étudiés. Cependant les mécanismes
de régulation de la voie Nodal diffèrent entre les espèces. Chez le poulet et la souris, les BMP inhibent la 
voie Nodal sur la droite de l’embryon. Chez la souris, Shh augmente l’expression de Nodal sur la gauche 
alors que chez le poulet il supprime l’inhibition de BMP sur Nodal et permet donc l’expression de la voie
Nodal sur la gauche de l’embryon. Fgf-8 est aussi impliqué dans la régulation de la voie Nodal de deux 
manières opposées : il favorise l’expression de Nodal sur la gauche chez le poulet alors qu’il l’inhibe chez
la souris.
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(homologue de Nodal chez le xénope) (Ramsdell and Yost, 1999). Comme attendu, 
l’activation des récepteurs de BMP sur la gauche de l’embryon empêche l’expression 
de XNr1 et aboutit à la formation de deux côtés droits. Une expression bilatérale de 
Nodal est aussi observée chez le poulet en absence de Smad5 (qui médie la 
signalisation BMP) (Chang et al., 2000).  L’implication de Shh  dans le contrôle de 
Nodal est un exemple particulièrement illustratif des spécificités d’espèce mises en 
évidence. Bien que la suppression de Nodal par BMP soit conservée chez la souris, 
l’augmentation de son expression via Shh (et Caronte) observée chez le poulet n’est 
pas retrouvée chez la souris. A la différence du poulet Shh est exprimé de manière 
symétrique chez la souris. Cependant, l’influence de Shh sur Nodal est conservée 
grâce à des systèmes de rétrocontrôles initiés par des protéines homologues de Lefty. 
Fgf-8 est un second régulateur important de la voie Nodal. C’est un déterminant droit 
chez le poulet, mais un déterminant gauche chez la souris, son expression ectopique 
dans le LPM droit induit l’expression de Nodal (Meyers and Martin, 1999). Ainsi, les 
souris mutantes pour Fgf-8 présentent des défauts d’expression de Nodal et Pitx2. Les 
voies Shh et Fgf-8 permettent toutes deux de faire le lien entre l’asymétrie du nœud 
et les cascades de signalisation du LPM mais selon des mécanismes différents chez le 
poulet et la souris. 
La cartographie des éléments régulateurs de Nodal et Lefty2 montre des sites de 
liaison pour le facteur de transcription FAST qui peut conduire à une expression 
spécifique de gènes sur la gauche de l’embryon (Osada et al., 2000; Saijoh et al., 
2000). En effet, FAST régule la transcription de Nodal et de Lefty2 dans le LPM de 
gauche en réponse aux signaux Nodal et Activine du nœud (Watanabe and Whitman, 
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1999; Yeo et al., 1999). Ces éléments sont suffisants pour conduire à une expression 
limitée au LPM de gauche. Ainsi, par le biais de FAST, Nodal régule sa propre 
expression et celle de Lefty2. Au contraire des voies Shh et Fgf-8, la régulation via 
FAST est conservée entre les espèces. 
c- Lefty barrière de la voie Nodal 
Le fait que Nodal puisse réguler positivement son expression soulève la question de la 
restriction de cette signalisation. La présence d’une barrière au niveau de la ligne 
médiane dorsale des embryons permettrait d’empêcher les signalisations présentes 
d’un côté d’interférer avec celles présentes de l’autre. Des réponses moléculaires ont 
été apportées par la découverte de Lefty et ses homologues lors de l’analyse 
d’embryons siamois chez le poulet et le xénope. Les protéines de la famille Lefty font 
partie de la superfamille des TGF-β (Heymer et al., 1997; Meno et al., 1996), ils 
antagonisent la signalisation Nodal (Bisgrove et al., 1999; Cheng et al., 2000; Meno et 
al., 1999; Schier and Shen, 2000). Il existe deux gènes Lefty chez l’homme et la souris, 
mais un seul gène chez le poulet ou le xénope. Comme Nodal, Lefty est impliqué dans 
la signalisation régulant la mise en place de l’axe droite-gauche. En effet, chez la 
souris l’absence de Lefty-1 induit l’expression bilatérale de Nodal (Meno et al., 1998). 
Ainsi, au niveau de la ligne médiane Lefty-1 fournirait une barrière qui empêcherait la 
propagation du signal Nodal sur la droite de l’embryon tandis que Lefty-2 agirait en 
tant que régulateur dans la LPM. 
Il est intéressant de noter que chez la souris l’expression de Lefty-1 est sous le 
contrôle de Shh, lequel est exprimé de façon symétrique (Izraeli et al., 1999; Meyers 
and Martin, 1999; Tsukui et al., 1999). L’altération de cette fonction de barrière dans 
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les mutants Shh pourrait expliquer la présence de défauts de latéralités au niveau des 
poumons ou du cœur et une altération de la voie Nodal dans ces mutants (Meyers and 
Martin, 1999; Tsukui et al., 1999).  
B- Voies de l’asymétrie droite – gauche dans le système nerveux 
Alors qu’au niveau du nœud embryonnaire Caronte à une action en aval de Nodal, 
dans le cerveau, Nodal est capable d’induire l’expression de Caronte indicatif d’un 
contrôle différent des asymétries D-G de la tête et des viscères (Zhu et al., 1999). 
a- La signalisation des morphogènes fgf-8 et wnt 
L’étude du complexe habenulaire a permis de révéler de nouvelles voies impliquées 
dans la mise en place de l’asymétrie du système nerveux. Regan et al (2009) se sont 
intéressés à des lignées de poissons zèbres caractérisées par un épithalamus 
symétrique pour rechercher les mécanismes de rupture de la symétrie dans le cerveau. 
Ainsi, le mutant acerebellar (ace) qui n’exprime pas le morphogène Fgf-8 présente un 
épithalamus symétrique, ce qui démontre que ce facteur est impliqué dans le 
processus de mise en place de l’asymétrie. La comparaison du phénotype de ce 
mutant avec celui d’embryons sauvages traités avec un inhibiteur chimique de Fgf-8 à 
différents stades du développement a permis de montrer que Fgf-8 est nécessaire à 
l’initiation et la maintenance et la migration des cellules parapinéales. Fgf-8 est un 
facteur chimio-attractif, en effet l’implantation ectopique de microbilles chargées de 
Fgf-8 déroute les cellules parapinéales de leur trajectoire habituelle. De plus, en 
absence de Fgf-8 la migration des cellules parapinéales n’est pas initiée, ce qui n’est 
pas le cas en absence de Nodal. Les auteurs proposent que la migration orientée des 
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cellules soit déterminée par des niveaux différents de Fgf-8 présents de chaque côté 
(Regan et al., 2009).  
D’autres travaux révèlent que la voie Wnt jusqu’alors impliquée dans la mise en place 
des axes antéro-postérieur et dorso-ventral pourrait aussi être déterminante pour la 
mise en place de l’axe droite-gauche. Les travaux de Carl et collaborateurs (2007) 
révèlent en effet que la surexpression de Wnt-8 par injection d’ARN, perturbe 
l’expression de la voie nodal sur la gauche de l’embryon, et induit une distribution 
bilatérale du signal dans l’épithalamus. Ces données établissent que Wnt régule 
l’expression de la voie viscérale Nodal. Des travaux réalisés chez la souris et publiés 
conjointement confortent ces données. Ainsi l’étude du mutant masterblind (mbl), 
caractérisé par une mutation de l’Axine-1, acteur clef de la voie Wnt, a permis de 
positionner dans le temps l’intervention de cette voie. C’est durant la somitogenèse 
qu’elle restreint l’expression de la voie Nodal à la LPM de gauche. De plus, l’Axine-1 
est à nouveau impliquée dans la mise en place de l’asymétrie du cerveau à des stades 
plus tardifs. En effet, une expression de ce signal est observée dans la partie gauche 
du cerveau et permet aux précurseurs parapinéaux d’amorcer leur migration. De la 
même manière l’Axine-1 intervient dans la mise en place de l’identité droite ou 
gauche de l’habenula et permet ainsi à l’habenula de gauche de déterminer son 
identité gauche (Carl et al., 2007).  
b- La voie des micro-ARN 
Le modèle nématode a permis de positionner les micro-ARN comme des acteurs 
nouveaux de la mise en place de l’asymétrie. Le choix du devenir des neurones 
gustatifs ASE est en effet déterminé par l’action de micro-ARNs et de facteurs de 
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transcriptions qui organisent une signalisation indépendante de la voie viscérale. Pour 
le devenir ASEL (Left) ou ASER (Right) des neurones, la mise en place de différentes 
boucles de rétrocontrôles sur la gauche et la droite de l’embryon est nécessaire. 
L’identité ASEL requière l’expression du micro-ARN Lsy-6 activé par le facteur de 
transcription Die-1. Tandis que l’identité ASER requière l’expression du micro-ARN 
mir-273 qui lui est activé par le facteur de transcription Cog-1 (Figure 13). C’est 
l’inhibition réciproque de ces deux voies qui permet la mise en place de l’identité 
asymétrique des neurones ASE, laquelle est ensuite renforcée par d’autres facteurs de 
transcriptions comme Fozi-1 et Lim-6. Ce système de boucle de rétrocontrôle montre 
comment ces deux neurones peuvent adopter deux destins différents mais n’explique 
pas comment l’asymétrie est établie en premier lieu (Poole and Hobert, 2006). Le 
mécanisme de rupture de l’asymétrie reste encore à décrypter. 
c- La voie des canaux calciques 
La découverte de mutants symétriques pour les neurones olfactifs AWC a grandement 
facilité l’identification de nouvelles voies d’asymétries droite-gauche dans le modèle 
du nématode. Chez C.elegans, un seul des deux neurones AWC peut exprimer le 
récepteur Str-2, celui qui l’exprime est dit AWCON et celui qui ne l’exprime pas est dit 
AWCOFF (Figure 14). Différents mutants naturels Nsy (pour symétrie neuronale) 
expriment Str-2 de manière symétrique (Sagasti, 2007). Par exemple, l’étude du 
mutant Nsy-4 a révélé que ce gène est impliqué dans la communication entre les deux 
neurones. Ce gène joue un rôle clef puisqu’en son absence l’intercommunication entre 
les deux neurones est perdue, ceux-ci adoptent alors un comportement AWCOFF. Le 
signal Nsy-4 aboutit à la suppression d’une cascade de Calcium-MAP kinases 
Figure 13 : Asymétrie programmée des neurones post-mitotiques ASE 
Un signal de la voie Notch, en aval de la voie nodal, permet l’initiation de l’asymétrie. Cependant 
c’est l’intervention de facteurs de transcription n’appartenant pas à cette voie viscérale ainsi que de 
micro-ARNs qui permet la mise en place de cette asymétrie droite-gauche.
Figure adaptée de Cochella and Hobert, 2012. 
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(responsable du devenir AWCOFF) dans l’une des deux cellules et permet à celle-ci de 
devenir AWCON (Vanhoven et al., 2006). Nsy-4 code pour une protéine 
transmembranaire qui régule les canaux neuronaux calciques voltage dépendants. Les 
cibles de cette protéine sont présentes à la surface de chacun des neurones et leur 
expression est réprimée par Nsy-4. Ainsi, au contraire des neurones ASE, 
l’intercommunication des neurones AWC est nécessaire pour l’établissement des 
identités droites et gauches (Sagasti, 2007). Des travaux complémentaires montrent 
de plus que l’identité est conférée de façon irréversible au cours de l’embryogenèse, 
et ne nécessite pas de régulation de son maintien au cours des stades ultérieurs (Lesch 
et al., 2009). 
C- Polarité droite – gauche dans le circuit nerveux 
Le système nerveux possède lui aussi des caractéristiques d’asymétrie droite-gauche. 
On sait depuis longtemps que se mettent en place dans le cerveau des régionalisations 
fonctionnelles asymétriques. Par exemple chez l’homme le langage est traité par 
l’hémisphère gauche du cortex cérébral. Le choix de la latéralité (droitier/gaucher) 
résulte de mécanismes qui sont préférentiellement localisés dans l’hémisphère gauche 
(Cooke, 2004). Toutefois, ce n’est que plus récemment que l’on a découvert 
l’existence d’asymétries morphologiques dans le système nerveux. Deux grands types 
d’asymétries ont été identifiés : d’une part des asymétries à latéralité aléatoire 
désignées sous le terme d’antisymétries, et d’autre part des asymétries à latéralité 
constante nommées asymétries directionnelles (Sun and Walsh, 2006). Plusieurs 
organismes modèles sont utilisés pour analyser les processus impliqués dans le 
développement de ces asymétries.  
Figure 14 : Action de nsy-4 dans le choix de la latéralité 
des neurones AWCON et AWCOFF. 
(A) durant les premières étapes du développement les 
deux cellules AWC sont équivalentes : les deux 
expriment la voie nsy-4 (rouge) responsable de la mise 
en place du devenir AWCON ainsi que la voie des calcium 
MAP kinases (bleu) responsable du devenir AWCOFF. 
(B) Lorsque les deux cellules se détectent l’une l’autre
grâce à la signalisation calcique intercellulaire, un signal
initial stochastique brise la symétrie des deux neurones
AWC. La jonction gap Nsy-5 serait responsable de la 
transmission de ce signal et de l’activation différentielle 
des canaux calciques qui permet la formation d’un 
neurone AWCON et un neurone AWCOFF (J. Schumacher
et al.,2012)
(C) L’activation de la voie nsy-4 inhibe la voie des 
calcium MAP kinases dans la cellule qui va devenir 
AWCON. La voie nsy-4 coordonne les signaux latéraux 
en induisant le devenir AWCOFF du deuxième neurone. 
(a) nsy-4 pourrait inhiber l’activation de nsy-4 dans 
la deuxième cellule en supprimant son signal. (b) nsy-4 
pourrait stimuler la voie des calciums MAP kinases en 
interagissant avec les protéines de cette voie de la 
deuxième cellule. (de Vanhoven et al., 2006)
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a- Les neurones gustatifs et olfactifs chez C.elegans  
Le nématode C.elegans possède deux structures nerveuses présentant une asymétrie 
droite-gauche. Il s’agit de deux paires de neurones sensitifs : gustatifs et olfactifs, 
chacun présents bilatéralement au niveau de la tête du vers. Toutefois ces deux paires 
de neurones perçoivent des signaux différents et présentent des caractéristiques 
d’asymétrie très différentes. Les neurones gustatifs ASE droit (ASER) et gauche (ASEL) 
permettent l’orientation spatiale des vers dans des gradients solubles chimio-attractifs. 
Les ASEL sont particulièrement sensibles au sodium tandis que les ASER sont eux 
sensibles au chlore et au potassium (Pierce-Shimomura et al., 2001). Ces deux 
neurones expriment des récepteurs de guanylates cyclases différents. De plus leur 
expression droite-gauche est stéréotypée, en effet les ASER expriment la Gcy-5 tandis 
que les ASEL expriment les Gcy-6 et Gcy-7 (Sarin et al., 2007).  
La paire de neurones olfactifs AWC présente une asymétrie droite-gauche de 
l’expression d’un récepteur olfactif, le récepteur Str-2. Ce récepteur ne s’exprime 
que dans un seul des deux neurones, aléatoirement le droit ou le gauche. Cette 
asymétrie moléculaire permet aux neurones droit et gauche de percevoir un ensemble 
de molécules odorantes différentes et de générer des comportements différents. En 
effet le neurone AWCON (qui exprime le récepteur Str-2) perçoit l’odeur du butanone 
et peut induire des comportements attractifs et répulsifs, tandis que le neurone 
AWCOFF perçoit le 2,3-pentanedione et ne peut induire que des comportements 
attractifs (Lesch et al., 2009). 
Mise en place de l’asymétrie 
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Le suivi du devenir de cellules sur de nombreux cycles de division est grandement 
facilité chez les organismes dont le lignage est bien défini, comme c’est le cas du 
nématode C.elegans. C’est ce qui a permis de montrer que chez le nématode, 
l’identité droite-gauche des neurones est déterminée très tôt durant le 
développement. En effet elle est déterminée au stade quatre cellules et la symétrie 
est rompue au stade six cellules (Sagasti, 2007). Dans le blastomère les descendants 
de ABa vont devenir ASEL et les descendants de ABp vont devenir ASER (Figure 15). 
Cette information est transmise à la descendance cellulaire et induit la mise en place 
de la latéralité dix divisions cellulaires plus tard (Sarin et al., 2007). Cette identité 
semble irréversible, en effet des expériences générant des lignages ectopiques 
montrent que des cellules issues de la droite de l’embryon conservent le devenir 
d’ASER même lorsqu’elles sont relocalisées sur la gauche de l’embryon. Ce qui suggère 
que l’identité droite-gauche spécifiée précocement ne nécessite pas de mécanisme de 
maintien (Poole and Hobert, 2006).  
Du fait du caractère aléatoire droite-gauche du trait asymétrique la mise en place de 
l’asymétrie du couple de neurones olfactifs AWC résulte de modalités différentes. Elle 
requiert la mise en place de communications entre les cellules droites et gauches, 
pour assurer le système AWCON/AWCOFF. Pour confirmer leurs identités les cellules 
doivent donc communiquer de manière réciproque. Les deux cellules sont capables 
d’émettre une signalisation dans les deux sens jusqu'à ce qu’il y ait apparition d’un 
avantage pour l’un ou l’autre des devenirs. Puis des boucles de rétrocontrôles 
amplifient alors le signal pour permettre l’émergence d’une identité AWCON/AWCOFF 
stable, et la mise en place de fonctions différentes. L’intercommunication des 
Figure 15 : Les neurones gustatifs ASE, modèle d’asymétrie directionnelle.
Schéma illustrant le devenir des cellules embryonnaires ABa et ABp chez le nématode C.elegans. 
L’identité des blastomères ABa et ABp est défini au stade quatre cellules. Ce n’est que dix divisions 
cellulaires plus tard que l’identité se manifeste. Le blastomère ABaL donnera naissance au neurone 
ASEL tandis que le blastomère ABbR donnera naissance au neurone ASER.
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neurones se fait grâce à la mise en place de connexions réciproques au travers de la 
ligne médiane (Sagasti, 2007). Ces contacts ne sont toutefois pas nécessaires au 
maintien de la latéralité puisque l’ablation d’un AWC n’affecte pas l’identité droite-
gauche déjà mise en place pour l’autre neurone (Vanhoven et al., 2006). La nature 
des communications entre ces deux neurones reste donc très énigmatique. 
b- L’habenula chez le poisson zèbre 
Une des structures asymétriques du système nerveux les mieux caractérisée est le 
noyau habenulaire ou habenula. Cette structure est impliquée dans de nombreuses 
fonctions cérébrales comme la perception de la douleur ou encore les comportements 
de nutrition. Elle intervient aussi dans la modulation des cycles du sommeil, la 
réponse au stress, les comportements reproductifs et l’apprentissage (Bianco and 
Wilson, 2009). Ce noyau forme avec le complexe pinéal une région que l’on appelle 
l’épithalamus situé dans le diencéphale. Sur le plan anatomique, le complexe pinéal 
est formé par des invaginations médiales de la plaque du toit du mésencéphale. 
L’habenula elle, fait partie d’un système de conduction conservé durant l’évolution 
qui reçoit des données du télencéphale via la stria medula et les relayes vers le noyau 
inter-pédonculaire du cerveau moyen via le fasciculus retroflexus (Concha et al., 
2003). L’habenula est constituée d’un groupe de cellules nerveuses formant deux 
noyaux bilatéralement jumelés auquel se rattache le complexe pinéal. Elle est formée 
d’un ensemble de structures très conservées : on peut trouver à gauche comme à 
droite un noyau médian et un noyau latéral (Figure 16). Ces deux types de noyaux 
semblent appartenir à deux circuits différents au sein de la conduction diencéphalique 
dorsale. Des asymétries structurelles très marquées de ce noyau ont été décrites chez 
20 30 40 50 60 Heures après 
fécondation
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Figure 16 : L’habenula une structure du cerveau particulièrement asymétrique
(A) Schéma illustrant le développement de l’asymétrie de l’épithalamus. Les cellules parapinéales 
s’agrègent sur le côté gauche du complexe pinéal, leur migration est influencée par les précurseurs 
de l’habenula. Ces cellules continueront d’interagir avec les axones parapinéaux qui innervent la 
partie dorsale de l’habenula gauche et influencent l’expression des gènes dans ces cellules (adapté 
de Concha et al., 2003). en jaune: précurseurs du PP (organe parapinéal), en rose : précurseurs du 
rHb (habenula droite), et en vert : précurseurs du lHb (habenula gauche), ep épithalamus.
(B) Représentation schématique de l’épithalamus et sa connectivité dans le cerveau d’un poisson 
zèbre de 2 jours dont les noyaux cellulaires ont été marqués. L’habenula reçoit des informations du 
télencéphale (dont le pallium antérieur, Pa) et les retransmet au noyau interpédonculaire (IPN) 
localisé dans le mésencéphale, via le fasciculus retroflexus (FR). 
(C) Les axones droits et gauches de l’habenula sont séparés sur l’axe dorso-ventral : l’habenula gauche 
innerve préférentiellement l’IPN dorsal tandis que l’habenula droite innerve majoritairement l’IPN 
ventral. 
(D) Le PP situé dans l’épithalamus (ep) sur le côté gauche de la ligne médiane des axones innerve 
exclusivement l’habenula gauche. (de Bianco and Wilson., 2009 et Roussigné, Blader, Wilson., 2012) 
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les poissons, les reptiles et les amphibiens. En revanche des asymétries plus subtiles se 
mettent en place chez les oiseaux et les mammifères. Les asymétries portent sur des 
différences de taille, d’organisation neuronale, de neurochimie et de connectivité 
(Bianco and Wilson, 2009). 
Mise en place de l’asymétrie 
L’organe parapinéal fait partie avec la glande pinéale et l’habenula du complexe 
habenulaire. L’organe parapinéal est une structure unilatérale qui a une origine 
bilatérale. En effet des cellules précurseur de cet organe migrent à travers la ligne 
médiane pour former cette structure sur le côté gauche de l’organisme. L’organe 
parapinéal innerve par la suite l’habenula qui dérive de cellules proches de celles 
formant l’organe parapinéal. La migration des cellules parapinéales est synchronisée 
temporellement et topographiquement avec le développement asymétrique de 
l’habenula (Figure 16). En effet des expériences d’ablation de l’un ou de l’autre de 
ces tissus montrent que la mise en place de leur latéralité est coordonnée (Concha et 
al., 2003). Cependant la relation qui les lie n’est pas connue. Il semble qu’il y ait une 
interaction réciproque entre l’organe parapinéal et l’habenula pour renforcer 
l’asymétrie et assurer la coordination de molécules initialement asymétriques, 
garantissant ainsi le développement asymétrique fonctionnel des circuits neuronaux 
(Gamse et al., 2003).  
Des études de cartographie du devenir cellulaire à l’aide d’animaux exprimant la GFP 
dans certaines lignées cellulaires ont permis de visualiser la mise en place de 
l’asymétrie. Ainsi, le suivi des cellules exprimant la GFP sous contrôle du promoteur 
flh qui s’exprime spécifiquement dans les neurones parapinéaux, a permis de 
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déterminer le territoire dans lequel ces neurones se développent. Le traçage de ces 
cellules au cours de l’organogenèse montre que des précurseurs parapinéaux 
initialement localisés à droite sont capables de traverser la ligne médiane pour 
s’agréger avec leurs homologues de gauche. Ces observations suggèrent que des 
facteurs trophiques polarisés dans l’axe droite-gauche pourraient orienter cette 
migration asymétrique en attirant ou en repoussant des cellules et ainsi influencer la 
mise en place d’évènements morphogénétiques (Concha et al., 2003). 
c- L’hippocampe chez la souris 
Les mammifères fournissent également des exemples d’asymétrie droite-gauche du 
système nerveux, bien que beaucoup moins bien caractérisés. Ainsi la circuiterie de 
l’hippocampe présente une  organisation droite-gauche asymétrique qui est maintenue 
depuis les stades embryonnaires jusqu’au stade adulte. Les synapses sont réparties 
différemment, de même que l’expression de sous-unités réceptrices du 
neurotransmetteur NMDA. Cette asymétrie affecte les propriétés des neurones post-
synaptiques et génère deux populations de synapses : les synapses ε2-dominantes (qui 
expriment une majorité de sous-unité ε2 et une minorité de sous-unités ζ1) dont la 
plasticité se développe tôt et les synapses ε2-non dominantes (qui expriment plus de 
sous-unités ζ1 que ε2) dont la plasticité se développe plus lentement. Les projections 
des neurones pyramidaux CA3 issues de l’hémisphère gauche forment des synapses ε2-
dominantes sur les dendrites apicales et des synapses ε2-non dominantes sur les 
dendrites basales des neurones pyramidaux CA1. Au contraire les projections issues de 
l’hémisphère droit forment des synapses ε2-dominantes sur les dendrites basales et 
des synapses ε2-non dominantes sur les dendrites apicales des neurones CA1 (Figure 
Figure 17 : Distribution asymétrique des sous unités ε2 du récepteur NMDA dans les synapses de 
l’hippocampe
La distribution des sous unités ε2 du récepteur NMDA (N-methyl-D-aspartate) n’est pas symétrique 
dans les synapses d’hypocampe chez la souris. Une répartition asymétrique des synapses ε2 dominantes
et ε2 non dominantes est observé entre la droite et la gauche et entre les dendrites apicales et basales
au sein d’un même neurone. Cette répartition asymétrique des sous unités ε2 confère des propriétés 
différentes des récepteurs NMDA et une plasticité synaptique différentes des neurones de l’hypocampe
de droite et de gauche.
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17) (Kawakami et al., 2008). Cette organisation pourrait ainsi permettre aux neurones 
post-synaptiques d’identifier de quel côté provient l’information. 
Mise en place de l’asymétrie 
Chez la souris les mécanismes impliqués dans la mise en place de la répartition 
asymétrique de l’expression des sous unités ε2 du récepteur NMDA des neurones de 
l’hippocampe sont encore peu définis. Deux hypothèses différentes basées sur les 
caractéristiques pré- et post-synaptiques des neurones pyramidaux ont cependant été 
avancées. La première propose que l’asymétrie soit un trait pré-synaptique : les 
neurones droits et gauches auraient des propriétés de tri des sous unités ε2 et/ou de 
leur adressage synaptique différents. La seconde propose au contraire que l’asymétrie 
soit un trait post-synaptique (Kawakami et al., 2008). Cette hypothèse est plausible 
car on sait que l’élément pré-synaptique joue un rôle instructif dans l’organisation des 
récepteurs post-synaptiques au cours de la synaptogenèse (Viltono et al., 2008). 
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En étudiant l’innervation du diaphragme, mon équipe a fait l’observation que celle-ci 
présentait des différences droite-gauche notables. De plus, une asymétrie droite-
gauche des muscles innervés était également claire. Ces observations nous ont 
conduits à développer un projet visant à comprendre l’origine de cette asymétrie et 
les mécanismes de sa mise en place. J’ai consacré la deuxième partie de mes travaux 
de thèse à cette étude. Les paragraphes suivants ont pour objet d’introduire les 
circuits moteurs du diaphragme, qui sont assurés par une population de motoneurones 
siégeant dans la région cervicale de la moelle épinière, les motoneurones phréniques, 
et leur mise en place au cours du développement. 
1- Présentation du diaphragme 
Le diaphragme est la cloison qui permet d’isoler les cavités thoracique et abdominale. 
Son rôle principal réside dans ses fonctions respiratoires. Il est le plus volumineux et 
le plus important des muscles inspiratoires : sa contraction, en créant une dépression 
dans la cavité thoracique, permet l'entrée de l'air dans les voies respiratoires. Lorsque 
le diaphragme d'une personne s'abaisse de 1 cm, 500 mL d'air entrent dans les voies 
respiratoires. Au contraire, son relâchement permet l'expiration. La contraction du 
diaphragme est périodique et automatique, chaque contraction initie un cycle 
respiratoire dont il est possible de modifier volontairement la fréquence. Il est 
intéressant de constater dans le contexte de mon étude que lors des mouvements 
respiratoires, une différence d’élévation droite et gauche des deux hémi-diaphragme 
a été notée. En effet, le côté droit du diaphragme s’élève de quelques centimètres 
supplémentaires, qui correspondent à la distance séparant deux côtes (Nason et al., 
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2012). Cette différence a été attribuée à l’organisation asymétrique des organes 
environnants et à la nécessité d’une pression plus importante pour expulser l’air des 
poumons (Dr P. Langlois  http://www.cosmovisions.com/diaphragme.htm).  
Le diaphragme est une innovation des mammifères. Des structures semblables sont 
présentes chez les reptiles et les oiseaux, mais ce n'est que chez les mammifères que 
ce muscle forme une cloison complète, et dont la contraction est impliquée dans 
l’activité respiratoire, en complément de celle des muscles intercostaux qui assurent 
la respiration dans les autres espèces. Le diaphragme est composé de deux parties, 
l’une centrale est tendineuse et l’autre périphérique est musculaire. La partie 
musculaire comporte une coupole droite et une coupole gauche de chaque côté de la 
ligne médiane. Plusieurs orifices sont présents dans le diaphragme. Ils permettent la 
traversée de l’aorte, de la veine cave et de l’œsophage. Ces orifices sont latéralisés, 
le foramen de la veine cave est présent dans la coupole droite tandis que le hiatus 
aortique est centré et le hiatus œsophagien légèrement décalé sur la gauche du 
diaphragme (Figure 18).  
Les fonctions du diaphragme sont largement débattues, et les nombreuses questions 
qui se posent quant à celles-ci sont alimentées par les incertitudes existant encore 
quant à son origine. Le diaphragme joue un rôle dans les fonctions gastro-intestinales, 
par ses contractions qui régulent l’avancée du bol alimentaire. Associé aux muscles 
abdominaux il régule également la défécation, et les vomissements.  Le rôle de 
l'estomac dans le vomissement est minime, c’est le diaphragme qui est responsable 
par ses contractions de l'expulsion des matières contenues dans l’estomac (Dr P. 
Langlois  http://www.cosmovisions.com/diaphragme.htm). 
Figure 18 : Présentation du diaphragme
Le diaphragme est innervé par les nerfs phréniques, un gauche et un droit. Le diaphragme est composé 
de deux muscles latéraux, un muscle crural et une région centrale tendineuse (représenté en blanc sur le
schéma du milieu). Différents orifices percent le diaphragme, les principaux permettent le passage de l’
oesophage, de l’aorte et de la veine cave. Le foramen de la veine cave est légèrement décalé sur la droite
tandis que celui de l’aorte est décalé sur la gauche. On peut noter, grâce au dessin de droite, que la
coupole diaphragmatique de droite est plus élevée que celle de gauche.
adapté de Nason et al., 2012 et Testut et al., 1899
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2- Les circuits moteurs du diaphragme 
La contraction des muscles du diaphragme est assurée par les nerfs phréniques. Ces 
nerfs proviennent d’une population de motoneurones de la moelle épinière cervicale, 
les motoneurones phréniques. L’arrangement des motoneurones de la moelle épinière 
est extrêmement stéréotypée, les motoneurones étant organisés sous forme de 
colonnes en fonction de l’expression de facteurs de transcriptions à homéodomaine 
(Hb9 et Lhx3) et bHLH (basic Helix-Loop-Helix) (Shirasaki and Pfaff, 2002; Thaler et al., 
1999). Comme les autres motoneurones, les motoneurones phréniques prolifèrent dans 
la zone ventriculaire du tube neural (Greer et al., 1999), où ils sont présents sous 
forme de groupes connectés par des jonctions gap au stade E11 chez le rat.  
La majorité des projections des motoneurones phréniques émerge de la moelle 
épinière au niveau C4. Les projections suivent tout d’abord une orientation médio-
ventrale pour rejoindre le plexus brachial avant de se diriger vers le diaphragme. 
Avant leur arrivée sur le diaphragme, les nerfs phréniques se défasciculent et forment 
trois branches primaires : une branche crurale (dorsale) une branche ventrale et une 
branche latérale (Laskowski and Owens, 1994; Laskowski and Sanes, 1987). Ces 
branches se sépareront ensuite en de multiples branches plus petites qui vont 
contacter le muscle et former des jonctions neuromusculaires. 
A- Développement de l’innervation phrénique 
Les étapes du développement des axones phréniques et de la mise en place de ses 
cibles, les muscles du diaphragme, ont longtemps fait l’objet d’un débat. Il a 
initialement été proposé que les axones phréniques migrent depuis la moelle épinière 
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cervicale pour innerver la partie dorsale du septum transversum. Puis, le septum 
transversum et les axones phréniques localisés sur le même plan rostro-caudal, 
migreraient caudalement dans le thorax alors que le cœur et les poumons se 
développent dans la cavité thoracique (Lewis, 1910). Cependant un second scénario 
propose que le futur diaphragme descend dans la cage thoracique avant d’être innervé 
par les axones phréniques (Noakes et al., 1983). Ces deux modèles  sous-tendent des 
différences de mécanismes de navigation des axones phréniques.  
Diverses études plus récentes ont levé les incertitudes, en s’attachant à décrire en 
détail la formation des circuits moteurs du diaphragme à l’aide de marqueurs 
d’immuno-histochimie permettant de visualiser la progression des axones phréniques 
et des cellules musculaires (Allan and Greer, 1997a, 1998). Ces études ont montré que 
les axones cervicaux émergent de la moelle épinière au stade embryonnaire E11 chez 
le rat. Au stade E12, les myoblastes ont migré depuis les somites cervicales (de la 
région du plexus brachial) pour atteindre le diaphragme primaire. Très peu de temps 
après, à E12.5, les axones phréniques et brachiaux des segments cervicaux arrivent au 
niveau du plexus brachial et se séparent. Les axones phréniques continuent leur 
croissance ventralement vers le diaphragme primaire tandis que les axones brachiaux 
tournent latéralement pour innerver le bourgeon de membre. Quelques axones 
pionniers sont présents et suivent une trajectoire bien définie avant d’atteindre le 
diaphragme primaire vers E13.5. En accord avec le premier modèle proposé, la cible 
primaire des axones phréniques est bien présente au niveau rostro-caudal auquel les 
axones sortent de la moelle épinière. Cependant, cette cible est le PPF 
(PleuroPeritoneal Fold) et non le septum transversum (Wells, 1954) ou la plaque 
- 89 - 
 
mésenchymateuse post hépatique (Iritani, 1984) comme souvent suggérée. Le PPF est 
une protrusion triangulaire formée par la fusion des futurs tissus pleuropéricardiques 
et pleuropéritonéens. Ce repli de tissus fusionne du côté dorsal avec le mésentère 
œsophagien primaire et du côté ventral avec le foie et le septum transversum.  
Les premiers contacts entre les nerfs phréniques et le PPF se produisent vers E13 
(Allan and Greer, 1997a). Cependant, l’initiation du branchement intramusculaire ne 
débute que 24h plus tard lorsque les nerfs et le PPF en formation ont avancé 
caudalement et ont atteint les segments thoraciques de la moelle épinière. En effet, 
des études d’électrophysiologie ont montré qu’à partir de E14 que les motoneurones 
cervicaux sont électriquement excitables et leurs axones sont capables de transmettre 
des potentiels d’action (Greer et al., 1992). Le potentiel d’induction de l’expression 
et la localisation de récepteurs à l’acétylcholine dans le diaphragme par l’activité 
électrique pré-synaptique des nerfs phréniques existe à E14 (Hall and Sanes, 1993). 
Une fois que le branching intramusculaire est établi, des signalisations de guidage 
précise, mais encore inconnues, se mettent en place afin d’établir les points d’entrée 
des nerfs phréniques.  
B- Formation des jonctions neuro-musculaires dans le diaphragme 
La nature des relations entre les branches intramusculaires des axones phréniques et 
les myotubes du diaphragme est controversée. En effet, dans un premier temps, 
Bennett et Pettigrew ont rapporté que les myotubes primaires sont formés de manière 
séquentielle dans le diaphragme et leur croissance serait parallèle à celle des nerfs 
phrénique (Bennett and Pettigrew, 1974). Au contraire, une deuxième hypothèse 
formulée par Harris suggère que la formation des myotubes primaires dans le 
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diaphragme se produit dans la masse du muscle et sans lien particulier avec les axones 
phréniques (Harris, 1981). Les études plus récentes vont dans le sens de la première 
hypothèse (Allan and Greer, 1997a). En effet, dès les premiers contacts entre les nerfs 
phréniques et le diaphragme, les myoblastes de la région commencent à fusionner et à 
former des myotubes primaires. Lorsque les nerfs migrent dans les différents secteurs 
du diaphragme, les myoblastes présents sur leur passage fusionnent et forment des 
myotubes. Ces données sont en accord avec l'idée générale que les axones imposent 
des régulations dès le contact initial, bien que des myotubes primaire puissent se 
former sur un muscle aneural, les axones permettent de moduler et faciliter la 
formation de myotubes via leur activité électrique (Hall and Sanes, 1993; Kelly and 
Robbins, 1983; Wakelam, 1985). Les myotubes ainsi formés irradient et s’allongent 
depuis le point d’entrée du nerf d’un côté en direction de la région centrale 
tendineuse et de l’autre en direction des régions latérales où de nouveaux myoblastes 
sont intégrés aux extrémités des myotubes (Zhang and McLennan, 1995). La mise en 
place en parallèle des branchements intramusculaires des nerfs phréniques et des 
myotubes se continue jusqu’au stade E17.5.  
Contrairement aux autres systèmes moteurs, le système respiratoire est fonctionnel 
avant la naissance. En effet, les nerfs phréniques ainsi que la musculature du 
diaphragme doivent être fonctionnels in utero pour permettre les mouvements 
respiratoires fœtaux essentiels au bon développement des poumons (Jansen and 
Chernick, 1991). La maturation précoce des motoneurones phrénique peut être 
appréciée par deux critères : d’une part le rythme respiratoire de décharge, visible 
dans les nerfs à partir du jour embryonnaire (E) 17.5 soit quatre jours avant la 
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naissance (Greer et al., 1992) et d’autre part la morphologie des nerfs qui atteint un 
état similaire à celui observé chez l’adulte (Lindsay et al., 1991). Cependant le 
développement des nerfs phréniques n’est pour autant pas totalement achevé. Le 
circuit subit en effet une phase de maturation au cours des deux semaines qui suivent 
la naissance, au cours de laquelle vont s’effectuer les rétractions des terminaisons 
poly-synaptiques (Bennett and Pettigrew, 1974) et la myélinisation des nerfs (Schäfer 
and Friede, 1988).  
Enfin des études fonctionnelles ont permis de montrer que les propriétés 
électrophysiologiques des motoneurones phrénique augmentent fortement à partir des 
premiers mouvements respiratoires fœtaux (Martin-Caraballo and Greer, 1999). En 
effet, à partir de E16 juste avant les premiers mouvements et jusqu’à P0 des 
changements de la forme et de la durée des potentiels d’actions mais aussi de leurs 
fréquences sont observés. A la naissance, les motoneurones phréniques sont capables 
de répéter leur potentiel d’action deux fois plus rapidement qu’à E16. Au stade P0, un 
courant synaptique plus important est nécessaire pour produire une contraction du 
diaphragme par les motoneurones phréniques, cependant la force contractile produite 
est plus importante. La maturation des capacités de contraction du diaphragme lors 
des derniers jours de la gestation pourrait être en cause lors de la mort subite du 
nourrisson ou lorsque des problèmes de respiration sont observés chez les nouveau-nés 
exposés à l’alcool, les opiacés ou la cigarette pendant la grossesse (Jansen and 
Chernick, 1991; Lamont et al., 1995; Tennyson et al., 1994).  
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Au final, lorsque nous avons démarré cette étude, si des différences droite-gauche 
avaient été quelquefois notées, aucune attention particulière n’avait été portée à 
cette caractéristique. La mise en évidence d’asymétries cellulaires et moléculaires 
dans plusieurs structures du cerveau nous a conduits à considérer que les asymétries 
nerveuses que nous avons observées dans le  diaphragme pourraient avoir une origine 
contrôlée et être un trait signifiant de ces circuits neuronaux. Nous avons donc initié 
cette étude pour comprendre comment ces asymétries se développent et caractériser 
les mécanismes qui la contrôlent. La formation des circuits phréniques s’accomplissant 
largement au stade prénatal, comme nous l’avons vu, nous avons entrepris de 
rechercher les traits d’asymétries dès les stades les plus précoces de l’innervation.  
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A Left-Right asymmetric genetic program patterns the motor 
circuit of the diaphragm 
Dans cette étude nous avons identifié un nouveau modèle d’asymétrie droite-gauche 
du système nerveux. Contrairement aux précédents modèles, tous localisés dans le 
cerveau, ce nouveau modèle d’asymétrie concerne la moelle épinière et les 
projections périphériques. Nous avons montré dans cette étude que les projections 
des motoneurones phréniques droits et gauches ne sont pas symétriques à leur arrivée 
sur le diaphragme. L’analyse de mutants pour les acteurs de la voie Nodal a permis de 
montrer l’implication de cette voie d’asymétrie viscérale. Une des conclusions de 
l’analyse de ces différents modèles murins est que les motoneurones phréniques 
reçoivent une emprunte droite - gauche qui les conduit à une expression moléculaire 
différentielle. Nous avons identifié que les métalloprotéases font partie de cette 
emprunte moléculaire. Leur activité différentielle droite – gauche permet de mettre 
en place un patron d’innervation différent à droite et à gauche.  
 - Yohan Chaix, deuxième auteur de cette étude, a caractérisé 
morphologiquement l’asymétrie droite-gauche des nerfs phréniques chez la souris 
sauvage lors de son post-doctorat dans l’équipe. Il a aussi débuté l’analyse des lignées 
Rfx3 et Pitx2 ainsi que celle des souris injectées avec l’inhibiteur de MMP. 
 - J’ai conduit les autres expérimentations avec l’aide et les conseils de Julien 
Falk, chargé de recherche dans l’équipe. 
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Summary 
The diaphragm is a mammalian acquisition and an essential muscle for breathing. Respiratory 
command is conveyed to the diaphragm via a Left and Right cervical motoneuron pool, the 
phrenic pool, projecting onto the Left and Right lateral diaphragm muscles, respectively. We 
report that surprisingly for symmetric structures, both lateral muscles and phrenic nerves 
exhibit stereotyped Left/Right (L/R) asymmetries, established during early embryonic 
development. Through analysis of various mouse models, we show that the phrenic nerve 
asymmetries do not depend on target muscles, but result from Left/Right imprint of phrenic 
motoneurons provided by early Nodal signaling. Finally, using in vivo and ex vivo approaches, we 
identified an asymmetric metalloprotease activity in phrenic motoneurons and showed that it 
plays crucial roles in the generation of L/R differences of their nerve patterns. Thus, the spinal 
cord hosts neurons receiving L/R genetic instructions to set an asymmetric circuitry unique in 
mammals. 
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Introduction 
The diaphragm is the main respiratory muscle of mammalian organisms, separating the thorax 
and the abdominal cavities. Many diseases, including congenital hernia, degenerative 
pathologies and spinal cord injury affect diaphragm function and compromise the vital 
prognosis of patients (Greer, 2013; McCool and Tzelepis, 2012). The diaphragm muscles receive 
unique motor innervation from a specific pool of spinal cord neurons, the phrenic motoneurons, 
lying at cervical levels C3 to C5, which form the Left and Right phrenic nerves (Greer et al., 1999; 
Laskowski and Owens, 1994). Unlike other motoneurons, the phrenic motoneurons are well 
developed prenatally to support fetal breathing movements and sustained respiration at birth 
(Greer et al., 1999, 2006). Very little is known about the specification of phrenic motoneurons 
except that it involves Pou3f1 (also known as Scip or Oct6) and Hox5 genes (Bermingham et al., 
1996; Philippidou et al., 2012).  
By contrast, the navigation of phrenic axons and their innervation of diaphragm are better 
characterized (Greer et al., 1999). The phrenic axons initially extend with brachial motor axons 
to the brachial Plexus at the basis of the limb. After the plexus, phrenic axons separate from 
limb innervating axons and navigate ventrally to reach a thin protrusion of the body wall 
prefiguring the diaphragm, the Pleuroperitoneal fold (PPF).  This primordium is colonized by 
myogenic cells from the ventral domain of the dermomyotome that migrate together with the 
phrenic axons. After their initial contact onto the PPF, the phrenic axons defasciculate in a 
stepwise manner before making synaptic contacts onto the diaphragm muscles.  
Despite the large interest the diaphragm received as a developmental model of synaptogenesis 
(Lin et al., 2000; Misgeld et al., 2002; Strochlic et al., 2012), little attention has been paid to 
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some of its intriguing structural and functional features. Indeed, Left/Right (L/R) asymmetries of 
diaphragm morphology and contraction have been documented, and functionally interpreted as 
adaptation to surrounding asymmetric organs(Laskowski et al., 1991; Whitelaw, 1987). The 
origin and mechanisms responsible for these asymmetries have not yet been determined.  
 
In the present study, we first undertook a detailed and quantitative characterization of L/R 
asymmetries of diaphragm innervation in the mouse. This revealed that diaphragm nerve 
patterns have asymmetries acquired during early developmental stages. Second, using a 
combination of in vivo and ex vivo approaches, we identified a genetic program of these L/R 
asymmetries and their molecular effectors, providing evidence for the existence of yet 
unreported early L/R specialization of phrenic motoneurons. This establishes, for the first time, 
that the mammalian spinal cord neurons contains neurons with intrinsic L/R asymmetric 
features, and provides a novel example of L/R asymmetric motor circuit.  
 
Results 
Phrenic branch patterns exhibit L/R differences before synaptogenesis and diaphragm muscle 
contraction.  
Soon after the phrenic nerves reach the diaphragm primordium, they split into three large 
bundles of axons referred to as primary branches. Two primary branches extend on the lateral 
muscle, one ventrally, the other one dorsally. Shortly thereafter, smaller fascicles called 
secondary branches form perpendicular to the primary branches (Greer et al., 1999). We 
analyzed the development of diaphragm innervation and observed that Left and Right branch 
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patterns of mouse embryos exhibit consistent Left/Right (L/R) asymmetries (Fig. 1a). Time 
course observations indicated that this asymmetry was present as soon as primary branches 
form and is characterized by differences in primary branch organization and secondary branch 
number (Fig. 1a). We observed that as soon as they form at E12.5, ventral and dorsal primary 
branches adopt different trajectories on the Left and Right muscle. Indeed, the primary 
branches form a more obtuse angle on the Right than on the Left (L: 166° ± 4°; R: 132° ± 4°; N=8, 
p<0.01 Wilcoxon; E13.5: L: 156° ± 4°; R: 105° ± 4°; N=9, p<0.01 Wilcoxon) (Fig. 1a). At E13.5 as 
the innervation proceeds, the defasciculation distance, measured from nerve entry point to the 
tangent shared by the two primary branches, was significantly higher on the Right side (Fig. 1b). 
The primary branches orientation and curvature also strikingly differed making a T-shape 
pattern on the Left that contrasted with the V-shape pattern observed on the Right (Fig. 1a). In 
addition, the secondary branches observed between the two primary branches were more 
numerous on the Right (Fig. 1c). Thus, the Left and Right patterns of primary and secondary 
branches exhibited quantifiable differences that are established as early as E12.5 and persist 
after the onset fetal breathing movements (i.e E18.5). Moreover, we found that L/R differences 
of branch pattern correlated with different distributions of Acetylcholine Receptor (AchR) 
clusters at E15.5. Indeed, the medio-lateral scattering of AchR clusters is 2.1 ± 0.2 times higher 
on the Right side (N=11, p<0.001 Wilcoxon) (Fig. 1d-f). Interestingly, L/R nerve pattern 
differences were observed before the synapses form at E14.5 (Lin et al., 2008b, 2001), 
suggesting they may not result from differences in synaptic activity or muscle contraction, but 
rather from early developmental programming.  
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Nodal signaling sets L/R asymmetries of phrenic nerve patterns 
The developmental genetic cascade setting L/R asymmetry of visceral organs is initiated by 
asymmetric expression of Nodal in the lateral plate mesoderm (LPM) (Komatsu and Mishina, 
2013; Nakamura and Hamada, 2012). In mice, ciliary motion at the embryonic node generates 
Leftward Nodal flow (Nakamura and Hamada, 2012) (Supplementary fig. 1a). Several molecules 
including the transcription factor Rfx3 control node ciliogenesis and Nodal-dependent visceral 
asymmetry (Bonnafe et al., 2004). Nodal expression in the Left LPM induces the expression of 
the transcription factor Pitx2. Of the three isoform generated from Pitx2, Pitx2C was identified 
as the isoform that is crucial for the establishment of L/R asymmetry in the mouse (Essner et al., 
2000; Liu et al., 2001; Schweickert et al., 2000).  
To study whether visceral organs and phrenic nerve branch pattern asymmetries were under 
the same genetic program, we analyzed the phrenic branch patterns in embryos lacking 
expression of Pitx2C or Rfx3. Pitx2∆C/∆C mutants frequently show Right pulmonary isomerism (i.e. 
Left lung adopting the typical Right-sided three lobes instead of only one) (Liu et al., 2001, 2002) 
while in Rfx3-/- mutants, defective cilia beating leads to bilateral Nodal expression and Left 
pulmonary isomerism (Bonnafe et al., 2004).  
We found that both Pitx2∆C/∆C and Rfx3-/- mutants embryos appeared normal at E14.5 and 
presented on both sides well-developed primary branches of phrenic nerves. However, the 
asymmetric features were lost in both mutant lines (Fig. 2a,b). Consistently, the R/L ratio of 
defasciculation distances dropped by 2-fold in Pitx2∆C/∆C embryos and by 4-fold in Rfx3-/- 
embryos that exhibited defective visceral asymmetry (Pitx2C∆C/+: 4.78± 0.38, N=19 embryos; 
Pitx2∆C/∆C iso: 2.09 ± 0.52, N=7, p<0.01 Mann-Whitney) (Rfx3+/+ and +/-: 4.63 ± 0.43, N=16; Rfx3-/-
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iso: 1.19± 0.17, N=9, p<0.001 Mann-Whitney) (Fig. 2a,b). Consistent with loss of Nodal in the 
Left in the Pitx2∆C/∆C condition, Left branches defasciculated and oriented as the Right ones, 
while the Right branches seemed unaffected (Fig. 2a). Conversely, in the Rfx3-/- condition 
associated with gain of Nodal in the Right, the Right branch pattern was prominently modified, 
with the ventral and dorsal branches defasciculating more laterally to form a T-shape typical of 
their Left counterparts (Fig. 2b). Thus, loss of Pitx2C and Rfx3 resulted in opposite isomerization, 
with Nodal loss inducing Left to Right transformation and Nodal Right diffusion inducing Right to 
Left transformation. This revealed that Nodal signaling has major contribution to the 
establishment of the asymmetric branch pattern of Left and Right phrenic nerves. 
 
Neuronal Nodal signalling is dispensable for L/R asymmetries of the phrenic branch patterns  
In addition to their early expression in the embryonic node and the LPM, Rfx3 and Pitx2C are 
also expressed later on in the central nervous system (Benadiba et al., 2012; Martin et al., 2004; 
Waite et al., 2013). Our in situ hybridization showed that both Rfx3 and Pitx2 are expressed in 
the spinal cord. However, at E11.5, only Pitx2 and Pitx2C were found expressed in the region of 
rostral spinal cord where phrenic motoneurons differentiate. Pitx2-expressing cells detected by 
in situ hybridization were localized in the region that expressed the phrenic motoneurons 
marker Pou3f1 (also known as Scip or Oct6) (Philippidou et al., 2012) (Fig. 3a and 
Supplementary fig. 1c). Although we found no evidence for L/R asymmetry in Pitx2 and Pitx2C 
expression in the spinal cord (Supplementary fig. 1d), this Pitx2 expression in phrenic 
motoneurons could contribute to set their L/R branch patterns. Thus, we analyzed the branch 
pattern of the Pitx2flox/flox x Nestin-Cre;Pitx2+/- offspring. NestinCre;Pitx2flox/- embryos were 
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expected to lose Pitx2 in the ventral spinal cord as early as E10.5 (Sclafani et al., 2006). 
Nevertheless, neither qualitative nor quantitative assessments of the branch patterns supported 
a loss of asymmetry (Fig. 3b,c). The ratio of the defasciculation distances and the number of 
secondary branches were similar in NestinCre;Pitx2flox/- and NestinCre;Pitx2flox/+ embryos 
(distance ratio NestinCre;Pitx2flox/+ : 4.26 ± 0.58, N=6;: NestinCre;Pitx2flox/- 3.67 ± 0.43, N=5) (Fig. 
3b). Thus, loss of Pitx2 in the Nestin+ lineage does not alter the setting of L/R diaphragm nerve 
asymmetries, indicating that the transformations observed in the Pitx2C mutant embryos might 
be due to early Pitx2C functions.  
 
Phrenic branch, lung and muscle asymmetries are uncoupled  
Since phrenic axons navigate at the vicinity of the L/R asymmetric lung buds, we postulated that 
the Left and Right environment that phrenic nerves cross could influence their branch pattern. 
Alternatively, a Left and Right signal could be provided by the diaphragm muscles, since target 
cells are known to sculpt innervation patterns (Kirkby et al., 2013). To determine if phrenic 
nerves receive their L/R instructions during axon navigation or target innervation, we performed 
paired analysis of the lungs or diaphragm lateral muscle and of the nerve patterns in Pitx2∆C/∆C 
and Rfx3-/- mutants. Individual paired analysis of lungs and nerves showed that Left- or Right-like 
branch pattern of phrenic nerve could be set independently of the L/R lung morphology. Indeed, 
the Right to Left lung transformation observed in 70% of Pitx2∆C/∆C embryos, was not associated 
with changes of the Left nerve pattern in 30% of the mutants (N=10 Pitx2∆C/∆C embryos) (Fig. 
4b). Similarly, in two out of thirteen Rfx3-/- mutants (15.4%), the lung transformation was not 
coupled to consistent changes in nerve branch patterns (Fig. 4c).  
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Next we analyzed the Left and Right diaphragm muscles. Surprisingly, we observed that the 
Right lateral diaphragm muscle is significantly larger than the Left one in mice embryos (Fig. 4d). 
This difference, already detectable at E14.5, was lost in Pitx2∆C/∆C and Rfx3-/- embryos (Pitx2C∆C/+: 
6.25 ± 0.68, N=20; Pitx2∆C/∆C iso: 0.26 ± 0.6, N=6; Rfx3+/-: 7.02 ± 0.74, N=17; Rfx3-/-iso: 0.72 ± 1.6, 
N=7, see methods). Thus, the diaphragm exhibits a muscle asymmetry that appears also 
controlled by the Nodal signaling. Next, we performed individual paired analysis of phrenic 
nerves and muscles. We found that while the Left muscle was enlarged in 70% (7 embryos) of 
the Pitx2∆C/∆C mutants, the phrenic branch pattern was unaltered in 30% (N=3) of these cases 
(Fig. 4e). Similarly, changes in phrenic branch patterns were not observed in 23.1% (N=3) of the 
Rfx3-/- embryos despite they exhibited transformations in muscle size (increase on Left or 
decrease on Right) (Fig. 4f). Conversely, branch pattern modifications were observed in 23.1% 
(N=3) of Rfx3-/- mutants in absence of muscle size change. Thus, in nearly half of the thirteen 
Rfx3-/- embryos analyzed (46.2%) muscle size was not predictive of the L/R phrenic branch 
patterns (Fig. 4f). Together, this data showed that asymmetric muscle growth and lung 
organogenesis do not dictate the L/R asymmetry of the phrenic branch patterns, suggesting that 
phrenic nerves might possess intrinsic L/R asymmetries. 
 
Cervical motoneurons have L/R asymmetric gelatinase activity. 
Since we could not evidence using 3D reconstruction of the Pou3f1 positive pool any anatomical 
L/R differences (Fig.5a), we hypothesized that asymmetry of phrenic motoneurons could be set 
at molecular levels. Among the modulators of growth and fasciculation whose differential L/R 
expression could sculpt distinct Left and Right branch patterns, the Matrix metalloproteases 
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(MMPs) appeared as good candidates. Indeed, MMPs regulate axon growth, fasciculation and 
sensitivity to guidance cues (Hehr, 2005; Lin et al., 2008a; Miller et al., 2008, 2011; Ould-yahoui 
et al., 2009; Zuo et al., 1998). In addition, publicly available microarray data of FACS purified 
cervical motoneurons (GSE41013)(Philippidou et al., 2012) indicates that several MMPs, 
including MMP2, are expressed in cervical motoneurons at E12.5. To address the potential 
implication of MMPs, we performed in situ zymography in living primary Left and Right two days 
in-vitro cervical motoneuron cultures, using fluorogenic gelatin. Above a certain threshold of 
MMP activity, the degraded gelatin produces a detectable fluorescent signal. This technique is 
thus suited for visualizing sites of high MMP activity (Hill et al., 2012). (Fig.5b). As expected, we 
observed a fluorescent signal, variable in intensity that delineated some cells (Fig.5c). Bright 
spots were also numerous along axon shafts and terminal growth cones. We found that the 
Islet1+ motoneurons exhibiting high gelatinase activity were twice as numerous in the Right than 
in the Left population of cultured motoneurons (Right: 37.94%±2.1, Total number of Islet+ cells 
N=797; Left: 23.37%±2.7,N=792; p<0.001 t-test) (Fig. 5d,e). We next investigated using in situ 
hybridization in sections the nature of MMPs contributing to this differential activity in cervical 
motoneurons. MMP2 but not MMP9, the other main gelatinase, was detected between E11 and 
E14.5 in the ventral horn of the spinal cord, at the time phrenic motoneurons differentiate (Fig. 
5f-g and supplementary Fig. 2). MMP2 in situ hybridization combined with pou3f1 
immunolabeling showed that MMP2 is expressed in Left and Right phrenic motoneurons 
domains (Fig. 5h). Quantification of the labeled area did not show statistical L/R differences. 
Consistent with public microarray data(Philippidou et al., 2012), several other MMPs were 
found to be expressed by cervical motoneurons, such as MMP15 and MMP16, showing no 
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obvious L/R laterality (supplementary Fig. 2). Thus, phrenic motoneurons express different 
MMPs. Metalloprotease activity is essentially regulated at posttranscriptional levels (Gaide 
Chevronnay et al., 2012). Our observations that MMP transcripts were present on both sides 
thus suggested that the asymmetric activity that we observed might result from post-
translational regulations. 
 
Metalloproteinase activity contributes to the formation of asymmetric phrenic branch 
patterns  
Next to assess whether differential gelatinase activity contributes to the asymmetric features of 
the phrenic nerve patterns, we inhibited metalloproteinases in vivo. We used the broad-
spectrum metalloproteinase inhibitor GM6001 which crosses the placenta and the blood brain 
barrier (Chen et al., 2009; Kheradmand et al., 2002). Daily intraperitoneal injections of GM6001 
were performed on timed-pregnant mice over the three days during which primary and 
secondary phrenic branch patterns are established (i.e. E11.5 to E13.5). The branch patterns 
were then analyzed at E14.5 (Fig.6a). Blind qualitative scoring showed that the percentage of 
embryos exhibiting severe abnormalities increased by 2.5 times in the GM6001 treated 
condition (100 mg/kg), compared to control (vehicle: 22%, N=30 embryos; GM6001: 55%, N=29 
embryos) (Fig. 6b,c). We found that MMP inhibition impaired both primary branch orientation 
and secondary branch number. The R/L ratio of secondary branches decreased in GM6001 
treated embryos (Vehicle: 7.8 ± 0.76, N=30 embryos; GM6001: 5.9 ± 0.61, N=29, p<0.05 Mann 
Whitney) (Fig. 6d). Thus, GM6001 treatment tended to symmetrize the number of secondary 
branches. Finally, GM6001 injection strikingly impacted the orientation of the Right primary 
- 106 - 
 
branches. First, the percentage of embryos having an angle between the two primary branches 
above 80 degrees increased significantly in GM6001 treated embryos (DMSO: 5.2% N=19 
embryos; GM6001: 38.8%, N=18; p<0.05 χ2test) (Fig. 6e). Second, the Right ventral branch 
curvature decreased to form, in the most extreme case, a straight line between the nerve entry 
point and the endplate. Consistently, the sum of the angles of the segmented line that outline 
the branch decreased significantly in the GM6001-treated embryos, compared to control (Fig. 
6e) (Vehicle: 124 degrees ± 4.5, N=20; GM6001: 97 degrees ± 5.9, N=19, p<0.01 Mann Whitney). 
Interestingly, this change was not associated to change in Right muscle area (Vehicle: 34.6% ± 
0.54, N=20; GM6001: 34% ± 0.53, N=20) supporting as expected that change of curvature was 
nerve-dependent. We also observed that GM6001 treatment had no effect on Left branch 
curvature, suggesting more specific requirement of MMPs to set the Right primary branches, 
consistent with the higher gelatinase activity detected in Right cultured motoneurons. Finally, 
we found that inhibition of MMP activity did not change the ratio of defasciculation distance 
(vehicle: 2.67 ± 0.15, N=30 embryos; GM6001: 2.5 ± 0.15, N=29). Overall, these data indicated 
that MMPs activity contributes to set some (branch orientation and secondary branch 
formation) but not all branch pattern asymmetries. 
 
Discussion 
The spinal cord is considered as a bilateral symmetric structure, establishing symmetric motor 
circuits. The present study reveals that it hosts a population of asymmetric motoneurons, which 
provides the sole motor input of the diaphragm.  
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L/R asymmetries of phrenic branch patterns are set by Nodal during early development  
We observed that both the patterns of phrenic branches and neuromuscular junctions present 
stereotyped L/R asymmetries. After their initial growth, neuronal projections are often 
extensively refined through activity-dependent mechanisms (Kirkby et al., 2013). Nevertheless, 
we found that the phrenic nerve asymmetries arise well before synaptogenesis and 
establishment of the first spontaneous prenatal diaphragm contraction, thus not resulting from 
maturation process. In support, we could show through analysis of various models that the early 
genetic program initiated by Nodal set branch pattern asymmetries. The relationship between 
early nodal signaling and L/R neuronal asymmetry has been debated. Initial work in humans 
suggested that brain and visceral asymmetries are poorly correlated and rely on different 
mechanisms (Geschwind and Miller, 2001). This view has been revised recently, with several 
studies highlighting that developmental mechanisms underlying visceral organ asymmetry also 
contribute to brain asymmetry in different species (Carl et al., 2007; Ihara et al., 2010). 
 
Phrenic motoneurons receive L/R imprint 
Our analysis of the diaphragm muscles, lungs and phrenic nerves indicate that the asymmetry of 
these different structures is independently set. This suggested that Left and Right phrenic 
motoneurons might hold intrinsic differences that contribute to asymmetries of their branch 
patterns. In support, we could identify gelatinase activity as a first asymmetric motoneuron 
marker, and showed that it contributes to set the L/R phrenic nerve patterns (Fig.7). Molecular 
differences between Left and Right vertebrate neurons were reported in zebrafish habenula and 
human cortex, two structures characterized by functional or morphological asymmetries (Bianco 
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and Wilson, 2009; Kuan et al., 2007; Sun et al., 2005). Thus, L/R neuronal specialization in a 
structure assumed to contribute to symmetric circuits only, such as the spinal cord, was 
unexpected. How and at which stage phrenic motoneurons are imprinted remain 
undetermined. The early Nodal signal could be propagated from the LPM to the cervical spinal 
cord. It could also be transmitted later via relays. Endothelial cells invading the ventral spinal 
cord are attractive candidates because they exhibit L/R asymmetries that can be preserved 
during migration (Chi et al., 2003; Klessinger and Christ, 1996). The imprint could lead to L/R 
difference early on during neurogenesis or later on during motoneuron differentiation. Indeed, 
different timing of neurogenesis was found in the Left and Right habenula, while different 
velocities of cell migration were reported during heart lateralization (Aizawa et al., 2007; 
Lenhart et al., 2013).  
 
MMP activity differs in Left and Right phrenic motoneurons and contributes to their L/R nerve 
asymmetry 
We found first that MMP activity (gelatinase activity) is significantly higher in Right than in Left 
phrenic motoneurons. Second, we showed that pharmacological inhibition of MMP activity in 
mouse embryos affects important features of L/R phrenic nerve asymmetry. It is unclear 
whether gelatinase activity depends on translational regulation. Indeed, in situ hybridization for 
MMP2, one of the main gelatinase, showed no obvious differences between Left and Right 
cervical motoneurons domains. More sensitive method might reveal more subtle differences. 
Other MMPs that have gelatinase activity such as MMP15 or MMP16 were detected in the 
cervical motoneurons and may also contribute to the differential gelatinase activity. 
- 109 - 
 
Nevertheless, gelatinase activity crucially depends on post-translational regulation. Indeed 
MMP2 is activated through proteolytic cleavage by other transmembrane MMPs such as 
MMP14 and MMP15 (Gaide Chevronnay et al., 2012). In addition, endogenous tissue inhibitors 
of metalloproteinase (TIMPs) and clearance mechanisms involving endocytosis can further 
regulate MMP2 activity (Gaide Chevronnay et al., 2012). Interestingly during asymmetric cardiac 
morphogenesis, L/R differential MMP activity was suggested to be due to TIMP2 expression 
(Linask et al., 2005). Thus, global evaluation of the MMP gene network is needed to further 
understand the novel contribution of MMP we report here in phrenic motoneurons during the 
elaboration of the diaphragm motor circuits.  
 
The role that we assigned to MMPs is consistent with their known functions in the developing 
nervous system. The diaphragm branch patterns are sculpted by successive branch 
defasciculation and oriented growth in the target territory, both of which are processes found 
regulated by MMP activity. For example, MMP mis-expression in Drosophila impairs motor axon 
defasciculation (Miller et al., 2008). Moreover, MMPs can cleave many different guidance cues 
and/or receptors and numerous axon guidance responses were shown to be GM6001-
dependent (Beauchamp et al., 2012; Hehr, 2005; Lin et al., 2008a; Seki et al., 2010; Xu et al., 
2008). Investigating the topographic signaling guiding the phrenic branches in the diaphragm 
should be useful. Several candidates can be considered based on their already reported 
contribution to the diaphragm innervation, such as Ephrins and Slits (Chadaram et al., 2007; 
Feng et al., 2000; Jaworski and Tessier-Lavigne, 2012). Our results also support that MMP-
independent pathways contribute to L/R branch pattern asymmetries. This possibly reflects 
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asymmetric expression of some components of the axon guidance machinery, as observed for 
the neuropilin1 receptor in the habenula system (Kuan et al., 2007). 
 
Finally, speculations on the physiological relevance of the L/R asymmetry of the diaphragm 
motor circuit are yet limited. Nevertheless our finding echoes intriguing medical reports of 
unilateral alterations of the diaphragm. For instance, hemi-diaphragm alterations were found in 
myopathies caused by myotubularin mutations (Grogan et al., 2005). Our study thus provides a 
basis for novel investigations of molecular diversity in spinal cord neurons, and for functional 
studies of the diaphragm physiology and pathology.  
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Figure legends 
Figure 1: The Left and Right phrenic nerve patterns develop asymmetrically 
 (a) Neurofilament staining of whole-mount diaphragm from mouse embryos highlighting the 
phrenic nerve patterns at stage E12.5, E13.5, E14.5, E15.5 and E18.8. All images are top views of 
the whole diaphragm and were oriented as indicated in the upper left corner of the E12.5 panel 
(V, Ventral; D, Dorsal; L, Left; R, Right). Green- and red-framed panels show enlarged images of 
the Left and Right phrenic nerves, respectively. The arcs drawn on E12.5 enlarged images 
represent the angle measured between ventral and dorsal primary branches. Arrows and 
Arrowheads point to primary and secondary branches, respectively. (b) Quantification of the 
defasciculation distance (blue segment) measured between the dotted line and the nerve entry 
point. (c) Quantification of the secondary branch number. Neurofilament-positive fascicles that 
crossed the dotted line positioned at half of the defasciculation distance were counted. 
Histograms show the mean r SEM for each stage. Number of embryos analyzed is 9 for E13.5, 
15 for E14.5 and 19 for E15.5. * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 Wilcoxon. (d-f) Acetylcholine 
receptor clusters are more scattered on Right side. Neurofilament and bungarotoxin staining of 
diaphragm of E15.5 mouse embryo and plot profile of Left (d) and Right (e) bungarotoxin 
labeling, showing the thickness of endplates. (f) Histogram showing the quantification of the 
endplate thickness, mean r SEM, N= 11 embryos. ***p<0.001 Wilcoxon; Scale bar = 200 μm and 
100 μm for enlargements for each panel. 
 
Figure 2: Nodal signaling is required to set the L/R branch pattern asymmetry 
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The effects of Nodal signaling perturbations due to Pitx2C and Rfx3 invalidation on L/R phrenic 
nerve asymmetry are shown in (a) and (b) respectively. Top panels schematize the previously 
described Nodal signaling in the lateral plate mesoderm of Pitx2∆C/+, Pitx2∆C/ΔC, Rfx3+/+ and Rfx3-/- 
mouse embryos. Schematic top views of diaphragm innervation that depict the primary and 
secondary branches of Left (green) and Right (red) phrenic nerves in presence or absence of 
Pitx2C or Rfx3. Neurofilament staining on whole diaphragm is shown together with 
magnification of the boxed area that corresponds to the side, which exhibited a pattern 
transformation. Note that loss of Pitx2C that prevented Left Nodal signaling leads the Left 
phrenic nerve to adopt a Right branch pattern. Conversely, Nodal signaling on the Right in the 
Rfx3-/- mutants is associated with selective Left-like transformation of the Right phrenic nerve. 
All images were oriented as in Figure1 (i.e. ventral side up, Left side on the left). Histograms 
show the ratio of L/R defasciculation distances in Pitx2∆C/+ and Pitx2∆C/∆C and Rfx3+/+ and Rfx3-/-. 
Numbers above bars indicate the number of embryos analyzed. Error bars represent SEM. The 
abbreviation ni stands for non-isomeric (embryos that did not exhibited pulmonary isomerism) 
and i for isomeric. *p<0.05 ; ***p<0.01 Mann Whitney, scale bar = 200 μm and 100 μm for 
enlargements for each panel. 
 
Figure 3: Neuronal Pitx2C does not contribute to L/R phrenic asymmetry 
(a) In situ hybridization of Pitx2C on E11.5 embryonic transverse section (Left panel) and Pitx2 in 
situ hybridization combined with immunodetection of Pou3f1 (known as Oct6 and Scip) (Right 
panel), scale bar = 100 Pm. (b) Histogram showing the ratio of L/R defasciculation distances on 
E14.5 NestinCre;Pitx2flox/+ and NestinCre;Pitx2flox/- diaphragms . Numbers above bars indicate the 
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number of embryos analyzed. Error bars represent SEM. (c) Neurofilament staining on 
NestinCre;Pitx2flox/+ and NestinCre;Pitx2flox/- diaphragms and schematic drawings recapitulating 
the observed phenotypes. Scale bar = 1 mm and 0.5 mm for enlargements for each panel. 
 
Figure 4: L/R phrenic patterns are set independently of the lung and target diaphragm muscle 
asymmetries  
 (a) Photomicrographs of E14.5 lungs and schematic drawings of the lung asymmetry (Left 
panel) and lung asymmetry alterations observed in the different mutant contexts. (b-c) 
Schematic drawings illustrating and quantifying the pairing of lungs and nerve phenotypes for 
Pitx2∆C/∆C mutants (b) and Rfx3-/- mutants (c). Left side is shown on the left. (d) 
Microphotographs of E16.5 diaphragm muscles and schematic drawings of muscle asymmetry 
(Left panel) and muscle asymmetry alterations observed in the different mutant contexts. (e-f) 
Schematics drawings and quantification of the pairing of the muscle and nerve phenotypes for 
Pitx2∆C/∆C mutants (e) and Rfx3-/- mutants (f). Left side is shown on the left. Lung, muscles and 
nerve are color-coded to highlight their Right-like (red) or Left-like (green) status. Presence of 
red structures on the Left or green structure on the Right indicates an abnormal case and 
association of red and green structures on the same side exemplifies uncoupling of their 
lateralization. Three lobes lungs are normally observed on the Right and are drawn in red. In 
contrast, single lobe lungs that are normally present on Left are shown in green. Larger muscle 
is considered as Right-like (red). T-shape branch pattern is typical of Left phrenic nerve and is 
shown in green. V-shape pattern and Right-like phrenic nerve pattern are shown in red.    
 
- 114 - 
 
Figure 5: Left and Right cervical motoneurons exhibit different MMP activity   
(a) Photomicrograph of the projection of a 3D reconstruction of Pou3f1 (Oct6) immunolabeling 
on E11.5 transverse sections. The histogram shows the area of Oct6 labeling in the Left and 
Right ventral horn. Scale bar = 100 Pm. (b) Analysis of gelatinase activity in cultured ventral 
spinal cord neurons. Schematic drawing of the dissection of the E12.5 ventral spinal cord and 
the in situ zymography (ISZ) procedure. (c) Photomicrographs of cultured cells from in situ 
zymography observed in phase contrast. Images of neuronal cultures reveal Islet1 
immunostaining (in red), bisbenzimide (in blue), gelatinase activity (in green) and cell 
morphology (in phase contrast). Gelatinase activity is detected in the soma and the axon shaft 
of Islet1+ and Islet1- cells. Variable intensity of the spots can be seen in the culture. Scale bar = 
10 Pm. (d) Histogram showing the percentage of Left and Right Islet1+ neurons exhibiting 
detectable gelatinase (MMP) activity ***p<0.001 Mann Whitney. (e) Photomicrographs of 
individual Islet1+ neurons illustrating cells with negative and positive gelatinase activity. Scale 
bar=10 Pm. (f) Histogram presenting the relative intensity of MMP2 expression according to the 
day of gestation from E11 to E13.5, mean r SEM (N = 3 embryos for each embryonic stage). (g) 
Photomicrographs of in situ hybridization of MMP2 on E12.5 transverse sections of spinal cord. 
The two Right panels show magnified views of the general Left photomicrograph. Left and Right 
motoneuron domains in the ventral horn are outlined. Scale bar = 100 Pm. (H) 
Photomicrographs of MMP2 in situ hybridization combined with Pou3f1 (oct6/Scip) 
immunolabeling on E11 transverse sections of spinal cord. Enlarged panels of the motoneuron 
domain. Scale bar = 100 Pm.  
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Figure 6: In vivo inhibition of MMPs alters L/R phrenic branch patterns 
 (a) Timeline of MMP inhibitor injections in pregnant mice and later sacrifice. (b) Schematic 
drawing and illustrations of neurofilament staining of E14.5 diaphragms after intraperitoneal 
injections with vehicle or MMP inhibitor (GM6001). Enlarged images of Left and Right phrenic 
nerve branches are shown in images framed in green and red respectively. All images are top 
views of the diaphragm oriented ventral side up and Left side on the left. (c) Histogram showing 
the percentage of severely affected diaphragms, established by triple blind observations (N= 30 
embryos vehicle and 29 MMP inhibitor) **p<0,01 F2 test. (d) Histograms show the mean R/L 
ratio of the secondary branch number for vehicle- and GM6001-treated embryos. Error bars 
show SEM. *p<0.05 Wilcoxon. (e) Histograms show the class repartition of the angles between 
the Right ventral and dorsal primary branches for both conditions. Photomicrographs of 
neurofilament staining of E14.5 diaphragms illustrating typical alteration the angle of D/V nerve 
branches in the GM6001 condition compared with vehicle control. (f) Quantitative analysis of 
the curvature of the Right ventral branches. The Schematic drawing illustrates the method used 
to measure branch curvature. Values are shown as distribution curves of vehicle and 
experimental conditions (N = 20 embryos treated with vehicle and N = 20 MMP inhibitor). 
p<0.05, Kolmogorov-Smirnov test Arrows point the ventral (V) and the Right directions (R). Scale 
bar = 200 μm and 100 μm for enlargements for each panel. 
 
Figure 7: Model of L/R asymmetry of the diaphragm motor circuit wiring 
Early Nodal signaling in the LPM is propagated to the cervical neural tube and imprints Left and 
Right difference to phrenic motoneurons. This leads to a differential activity of MMPs, which 
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confers to Left and Right phrenic nerves a specific branch pattern during the innervation of their 
target diaphragm muscles.  
 
Supplementary Figure 1 
(a) Schematic drawing of the Nodal pathway during early embryogenesis. (b) Neurofilament 
staining of E14.5 Pitx2+/+ and Pitx2-/- diaphragm, illustrative of the diaphragm malformation (N= 
8 Pitx2+/+ and 4 Pitx2-/- embryos). (c) Microphotographs of In situ hybridization of Rfx3 on E11.5 
transverse section. (d) Microphotographs of In situ hybridization of Pitx2 and Pitx2C on E11.5 
transverse section. Both Pitx2 (isoforms A, B and C) and Pitx2C isoforms are expressed 
bilaterally in motoneurons domains of the rostral spinal cord. The Histogram shows the mean 
intensity of in situ hybridization Pitx2 signal in the Left and Right ventral horn. Scale bar = 100 
Pm. 
 
Supplementary Figure 2 
Microphotographs of In situ hybridization of MMP9, MMP15 and MMP16 on E11.5 transverse 
section. 
Scale bar = 100 Pm. 
 
Experimental procedures 
Genotyping of mouse lines 
Genotyping of transgenic mouse lines was performed as described in Gage et al, 1999 for Pitx2, 
in Liu et al, 2001 for Pitx2∆C, in Bonnafe et al, 2004 for Rfx3 and in Sclafani et al, 2006 for 
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NestinCre;Pitx2flox/+ and NestinCre;Pitx2flox/- mice (Bonnafe et al., 2004; Gage et al., 1999; Liu et 
al., 2001; Sclafani et al., 2006). 
 
Diaphragm immunelabeling 
Diaphragms were dissected from embryos fixed overnight in 4% paraformaldehyde. After 
permeabilization and blocking in PBS with 5% BSA – 0.5% Triton X-100, the diaphragms were 
incubated overnight at room temperature with the primary antibody Neurofilament 160kDa 
(1/100, RMO Zymed). Diaphragms were then incubated with the secondary antibody; D-mouse 
Alexa-555 (1/400, Invitrogen) with or without Alexa488 coupled D-BTX (1/50, Molecular probes) 
4 hours at room temperature in blocking solution. The procedure was performed entirely on 
freely floating diaphragms. Diaphragm imaging was then performed under an inverted 
microscope and a montage was constructed using the metamorph software (Molecular device, 
Sunnyvale, CA). 
 
Immunofluorescent labeling and in situ hybridization 
Cryosections (20 Pm) were obtained from embryos fixed in 4% paraformaldehyde, embedded in 
7.5% gelatin – 15% sucrose. For immunolabeling, embryonic sections or cultured neurons were 
incubated overnight at 4°C with Oct6 antibody (1/50; Santa Cruz) and 2 hours at room 
temperature with secondary antibody, D-goat Alexa-488 (1/400; Invitrogen). Nuclei were 
stained with bisbenzimide (Promega, Madison, WI). In situ hybridization was performed as 
described previously (Moret et al., 2007). The probes were synthetized from IMAGEclone 
plasmid (MMP2: n6813184 ; MMP9 : n6309245 ; MMP15 : n5342023 ; MMP16 : n5292478) and 
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the Pitx2 (Otlx2) probe was a gift from C.Goridis. MMP2 in situ hybridization and Oct6 (pou3f1) 
immunolabeling were performed on adjacent sections because the antibody could no longer 
recognize Oct6 epitope after in situ hybridization. MMP2 expression was measured using the 
fluorescence level of both sides for each developmental stage, and the expression presented 
was normalized to E12.5 value.   
 
Metalloproteases inhibitor injection 
The Metalloprotease inhibitor GM6001 (Millipore (Billerica, MA)) was diluted in DMSO at 100 
mg/kg and injected intraperitoneally in pregnant mice. Vehicle (DMSO only) injections were 
used as controls. Daily injections were performed over three days, at gestational days E11.5, 
E12.5 and E13.5. Mice were sacrificed at E14.5 and diaphragms removed. MMP phenotype 
classification and measurements were performed blinded to experimental treatment condition. 
 
Culture of dissociated motoneurons and in situ zymography assay 
Left and Right cervical ventral spinal cord tissues were dissected from E12.5 OF1 pregnant mice. 
Neurons were dissociated as described previously (Charoy et al., 2012) and cells were cultured 
as described (Cohen et al., 2005). Briefly, neurons were plated onto polyornithine- (10μg/ml, 
Sigma) and laminin- (50μg/ml, Sigma) coated glass coverslips. Each well containing 7 x 104 cells 
was cultured in Neurobasal medium without serum and supplemented with 2% B27, 0.5mM L-
glutamine (GIBCO), 1ng/ml GDNF, 1ng/ml BDNF and 10ng/ml CNTF (Sigma). After 24 hours in 
vitro, neurons were incubated 10 min at 37°C with DQ Gelatin 20 μg/mL (Invitrogen). Cells were 
washed twice with warm PBS and fixed in 4% paraformaldehyde both containing 25μM of 
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GM6001 MMP inhibitor. The cultures were incubated with Islet 1/2 antibody (1/50; 39.4D5, 
DSHB) overnight at 4°C then 2 hours with D-mouse Alexa-555 (1/400; Invitrogen) to detect 
motor neurons. Nuclei were counter-stained with bisbenzimide (Promega). For quantification 
the number of cells expressing Islet1/2 with gelatinase activity is reported relative to the total 
number of Islet1/2 positive cells. 
 
Three Dimensional Reconstruction of motoneuron labeling 
Serial pou3f1 (Scip/Oct6) labeled sections were imaged using a confocal microscope. Series of 
images were converted into a single stack using the Image J plugin Stack Builder. Images were 
aligned manually using morphological structures and labeled nuclei were extracted. Using 
ImageJ “3D Project…”, a three dimensional reconstruction of the Pou3f1 (Scip/Oct6) labeling 
from the cervical to the brachial part of the embryos was then constructed.  
 
Quantification methods 
All quantifications were done using ImageJ. For quantification of defasciculation distance, we 
first traced the tangential straight line of the endplate (Fig1B). Then we traced a perpendicular 
line to the tangent that goes through the nerve entry point. Finally, we measured the distance 
from the entry point to the intersection of both lines (Fig1B). For branch number quantification, 
we traced a parallel to the tangential straight line of the endplate 50 pixels lateral to the entry 
point. We then counted the number of secondary branches that crossed the line. The endplate 
thickness was evaluated from the α-Btx staining. The α-Btx-positive region was outlined and 
divided in thirty rectangles. The average width of the rectangles was calculated. Width 
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evaluation of the endplate from the plot profile of α-Btx staining as described previously gave 
similar values (Koenen et al., 2005).  
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Nous avons mis en évidence que les circuits moteurs du diaphragme présentent des 
asymétries D-G stéréotypées acquises au cours du développement. Les muscles 
gauches et droits du diaphragme présentent des asymétries de forme et de taille, ils 
sont innervés par les nerfs phréniques droits et gauches dont le patron d’innervation 
n’est pas symétrique non plus. Les nerfs phréniques naviguent, depuis la moelle 
épinière cervicale, dans un environnement asymétrique en étant au contact des 
organes internes. L’asymétrie des poumons, des muscles du diaphragme ainsi que des 
nerfs phréniques est encodée par la voie Nodal, cependant cette voie de signalisation 
agit de manière découplée sur ces différentes structures. Nos observations indiquent 
que les caractéristiques asymétriques des nerfs phréniques sont encodées par les 
motoneurones phréniques. Enfin, nous avons montré d’une part que les motoneurones 
de gauche et de droite sont caractérisés par une activité différentielle des 
métalloprotéases de la matrice (MMP) et d’autre part que cette activité participe à la 
mise en place de l’innervation asymétrique du diaphragme.  
1- Rôle de la voie Nodal précoce 
Nous avons observé que les patrons d’innervation ainsi que les jonctions 
neuromusculaires des nerfs phréniques présentent des asymétries D-G stéréotypées. A 
travers des mécanismes dépendants de l’activité, les projections neuronales sont 
typiquement sujettes à d’importants raffinements après la phase initiale de croissance 
(Kirkby et al., 2013; Mantilla and Sieck, 2008; Tessier and Broadie, 2009). Cependant, 
il est peu probable que les différences synaptiques observées soient responsables de la 
formation de l’asymétrie D-G du patron de branches. Notre analyse détaillée du timing 
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de mise en place de l’innervation montre que les nerfs phréniques droits et gauches 
présentent des patrons d’innervation différents dès leur arrivée sur le diaphragme. 
Ainsi, la spécificité droite ou gauche est présente bien avant la mise en place de la 
synaptogenèse ou des premiers mouvements de contraction spontanée du diaphragme. 
L’étude des modèles murins supporte également l’idée d’un programme génétique 
précoce responsable de la mise en place de la latéralité D-G des nerfs phréniques. 
Nous avons montré que Pitx2C et Rfx3, tous deux nécessaires à la mise en place et à 
l’activation de la voie Nodal sur la gauche de l’embryon, sont requis pour le 
développement de l’asymétrie D-G des nerfs phréniques. Bien que nous ayons détecté 
l’expression de Pitx2C dans les motoneurones, l’étude du patron d’innervation du 
diaphragme dans la lignée Pitx2Nestin cre nous a montré que cette source de Pitx2C 
plus tardive ne joue pas de rôle instructif dans la mise en place de l’asymétrie des 
nerfs phréniques. En effet, l’absence de Pitx2 dans le lignage neuronal Nestin est sans 
effet sur l’asymétrie du patron d’innervation du diaphragme. Ces données confortent 
ainsi l’idée que l’asymétrie d’innervation du diaphragme dépend de la mise d’une 
asymétrie D-G précoce.  
2- Signature moléculaire des motoneurones 
Le patron D-G d’asymétrie précoce de l’embryon conduit à un positionnement et une 
morphogenèse asymétrique des organes viscéraux comme les poumons. Nous avons 
remarqué que les muscles du diaphragme présentent eux aussi une asymétrie D-G. Ces 
observations ouvraient la possibilité que les différences D-G des nerfs phréniques 
puissent être dictées par l’environnement asymétrique dans lequel ils naviguent ou 
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encore par leurs territoires cibles, eux aussi asymétriques. L’analyse détaillée et 
couplée des défauts de symétrisations des nerfs avec ceux des poumons ou des 
muscles du diaphragme chez les mutants Pitx2C et Rfx3 nous a montré que ces 
asymétries bien que toutes dépendantes de la voie Nodal sont mises en place 
indépendamment les unes des autres. En effet, même si dans la majorité des cas un 
nerf gauche est associé à un poumon et un muscle gauche, il peut être présent sur le 
muscle gauche du diaphragme mais aussi sur son muscle droit. De la même manière, 
après avoir traversé un poumon de type droit, le nerf phrénique peut adopter une 
morphologie de type droit ou de type gauche à son arrivée sur le diaphragme. Ce 
découplage possible des morphologies suggérait donc que les motoneurones droits et 
gauches présentent des différences intrinsèques qui contribuent à l’asymétrie de leur 
patron d’innervation. 
Dans le but de rechercher la trace moléculaire d’une identité D-G des motoneurones 
phréniques, nous avons réalisé une puce à ADN sur des motoneurones cervicaux de 
souris prélevés au stade embryonnaire E11.5. Nous avons tiré profit de la lignée Hb9-
GFP dans laquelle la gfp est contrôlée par le promoteur du facteur de transcription 
motoneuronal Hb9 qui permet de visualiser la zone des motoneurones, et avons utilisé 
la technique de microdissection laser afin d’isoler spécifiquement le domaine des 
motoneurones cervicaux droits et gauches. Ces expériences ont été faites avec l’aide 
d’une plateforme dédiée de l’Université, ProfilExpert. La comparaison des données 
d’expression des motoneurones droits et gauches nous a permis d’une part d’identifier 
des différences d’expression des MMP et d’autre part de mettre en évidence 
l’existence d’un réseau de régulateurs de MMP différent à droite et à gauche. Ces 
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données ont permis de révéler l’existence d’une signature D-G des motoneurones 
phréniques. 
En accord avec ces données, nous avons pu montrer que les motoneurones cervicaux 
droit et gauches ont des activités MMP différentes. En effet, les motoneurones 
cervicaux droits présentent une activité gélatinase plus importante que les 
motoneurones gauche. Enfin, l’inhibition pharmacologique in vivo de l’activité MMP 
que nous avons induite, indique que ces différences intrinsèques aux motoneurones 
ont un rôle instructif lors de la mise en place de l’innervation du diaphragme. 
Premièrement, la latéralité des poumons n’est pas affectée par l’action de l’inhibiteur 
bien que les MMP aient été impliquées dans leur morphogenèse (Parks and Shapiro, 
2001). Il faut cependant noter qu’aux stades auxquelles les injections d’inhibiteurs ont 
été faites, la morphogenèse des  poumons est déjà largement engagée (Herriges and 
Morrisey, 2014). Des injections à des stades plus précoces sont nécessaires pour 
déterminer si l’activité MMP est nécessaire ou non à la formation des asymétries 
pulmonaires. Deuxièmement, contrairement aux poumons, la latéralité des muscles du 
diaphragme est affectée, le muscle gauche est élargi, ce qui confère un patron de 
type isomérisme droit des muscles du diaphragme. Les transformations des nerfs 
phréniques et des muscles du diaphragme ne sont donc pas couplées ce qui conforte à 
nouveau nos précédentes conclusions tirées de l’analyse des modèles murins de Nodal. 
Finalement, notre observation d’un effet plus important de l’inhibiteur sur le nerf 
droit est en accord avec les résultats de zymographie in situ qui montrent une activité 
gélatinase plus forte dans les motoneurones phréniques droits. Ces résultats 
confirment que les caractéristiques D-G spécifiques des motoneurones phréniques 
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contribuent à la mise en place du patron d’innervation différent des nerfs phréniques 
droits et gauches. Des différences moléculaires D-G sont aussi observées dans les 
populations neuronales asymétriques de nombreux organismes modèles. Par exemple, 
chez le poisson zèbre des différences D-G de l’expression du gène du récepteur de 
guidage Nrp1 sont observées dans les neurones droits et gauches de l’habenula. Seuls 
les neurones de l’habenula gauche, responsable de l’innervation de l’IPN dorsal, 
expriment Nrp1. La déplétion en Nrp1 dans ces neurones empêche la mise en place de 
l’innervation de l’IPN dorsal (Kuan et al., 2007). L’analyse transcriptomique à grande 
échelle dans certaines régions du cerveau a révélé qu’un grand nombre de gènes 
présentent des différences d’expression D-G. En effet, chez la souris le crible et la 
comparaison des transcriptomes des hypocampes droits et gauche montre des 
différences de niveaux d’expression. Cette analyse faite à plusieurs stades postnataux 
révèle aussi que ces différences évoluent au cours du temps ainsi les gènes enrichis à 
droite à P6 sont retrouvés enrichis à gauche aux stades P9 et P60 (Moskal et al., 2006). 
Ces observations pourraient refléter un décalage temporel D-G. Chez l’homme 
l’analyse SAGE de cortex d’embryons a révélé des différences d’expressions D-G pour 
27 gènes (Sun et al., 2005). Il serait intéressant de déterminer le statut des MMP dans 
ce contexte. A contrario, la comparaison des résultats de ce SAGE et de nos données 
de microarray pourrait aider à la sélection de gènes d’intérêt. 
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3- Nature de l’empreinte de la voie Nodal précoce sur les 
motoneurones phrénique droits et gauches 
L’étude des mutants Pitx2C et Rfx3 indique une contribution de la signalisation Nodal 
précoce dans la mise en place des différences D-G des neurones phréniques. Les liens 
entre la voie Nodal précoce et l’asymétrie D-G des neurones sont encore à étudier. 
Des études menées chez l’homme suggèrent que l’asymétrie du cerveau et l’asymétrie 
viscérale reposent sur différents mécanismes et ne sont que peu corrélées (Geschwind 
and Miller, 2001). Cette vision a récemment été contredite par différentes études qui 
ont mis en évidence des mécanismes développementaux contribuant à l’asymétrie 
viscérale mais aussi de l’asymétrie du cerveau (Brandler et al., 2013; Ihara et al., 
2010). Les asymétries viscérales et cérébrales sont aussi coordonnées chez les autres 
animaux modèles. En effet, les mutations qui altèrent la signalisation D-G précoce et 
l'asymétrie viscérale chez le poisson ou le rat affectent aussi la latéralité du cerveau 
(Barth et al., 2005; Bisgrove et al., 2000; Concha et al., 2009; Kawakami et al., 2008; 
Long, 2003; Pai et al., 2012). Chez le poisson, une relation de cause à effet a été 
clairement établie entre la signalisation Nodal dans le LPM et la mise en place de 
l’asymétrie D-G des neurones de l’habenula (Carl et al., 2007; Concha et al., 2009; 
Long, 2003). Ainsi, la signalisation Nodal du LPM exercerait un contrôle 
transcriptionnel responsable de la détermination du patron d’expression des gènes de 
la future habenula (Carl et al., 2007). Dans le contexte présent, on peut penser qu’un 
signal du LPM est transmis au neuro-épithélium, où il imprime des caractéristiques D-G 
aux cellules quelques jours avant leur différenciation en motoneurones phréniques. 
Cependant, cette emprunte D-G diffère de celle observée dans l’habenula chez le 
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poisson puisque nous n’avons pas observé d’asymétrie de l’expression de Pitx2 ou 
Pitx2C dans la moelle épinière.  
D’autres types d’empreintes pourraient aussi être impliqués. En effet, il a été montré 
que les progéniteurs neuraux engagés dans une voie droite ou gauche ont des statuts 
de chromatine différents. Ainsi, une expression différentielle D-G peut avoir lieu lors 
de la différenciation neuronale (Figure 19) (Cochella and Hobert, 2012). Un autre 
scénario possible est que des signaux de la LPM latéralisent une population de cellule 
qui transmet l’empreinte aux neurones phréniques. Les cellules endothéliales qui 
envahissent la moelle épinière ventrale pourraient être les initiateurs de cette action. 
En effet, les cellules endothéliales ont la caractéristique de présenter des profils 
d’expression géniques différents en fonction de leur provenance D-G. L’étude de leur 
transcriptome a révélé que l’expression de certains gènes impliqués dans la mise en 
place de l’axe D-G est enrichie dans les cellules endothéliales issues des veines (Chi et 
al., 2003). On peut donc imaginer que ces cellules endothéliales veineuses 
transmettent des informations de latéralisation aux neurones phréniques. L’étude de 
modèles murins présentant des altérations de vascularisation pourrait se révéler utile.   
Enfin, une dernière possibilité que l’on peut envisager est « l’input » des circuits 
prémoteurs qui pourrait aussi générer une asymétrie D-G des nerfs phréniques (Butler, 
2007; Lois et al., 2009). En effet, chez le poisson une partie de l’asymétrie de 
l’habenula dépend des neurones parapinéaux qui contactent les neurones de 
l’habenula (Carl et al., 2007; Concha et al., 2003). Cependant, bien qu’attractive dans 
notre système, cette empreinte D-G induite par les circuits prémoteurs semble peu 
probable. Premièrement, les différences D-G que nous observons, en termes de patron 
Cellules
endothéliales
Noeud LPM
Droite
Flux 
nodal
LPM
Gauche
Neurones
pré-moteurs
Noeud LPM
Droite
Flux 
nodal
LPM
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Neuroépithélium
Noeud LPM
Droite
Flux 
nodal
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Figure 19 : Modèles de mise en place d’une empreinte D-G des motoneurones phréniques
Trois mécanismes possibles de mise en place de l’empreinte D-G des motoneurones phréniques. L’empreinte 
D-G pourrait être transmise depuis les LPM droits et gauches au neuroépithélium avant la différenciation des 
cellules. Une seconde hypothèse est que l’empreinte est transmise aux cellules endothéliales puis que ces
cellules transmettent l’information droite ou gauche aux motoneurones phréniques. La dernière hypothèse
est que l’empreinte est transmise par les circuits pré-moteurs, lesquels sont directements sous l’influence de
circuits commissuraux (D-G) du tronc cérébral.
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d’innervation et d’expression moléculaire, sont présentes alors que les motoneurones 
phréniques n’ont pas encore été contactés par leurs afférences prémotrices (Allan and 
Greer, 1997b). Deuxièmement, la délétion de Pitx2 spécifiquement dans les neurones 
est sans effet sur l’asymétrie des nerfs phréniques alors que cette délétion devrait 
affecter les populations prémotrices. Enfin, on peut souligner qu’en fonction du 
processus d’empreinte, les différences D-G pourraient aussi être mises en place 
pendant la neurogenèse ou plus tardivement lors de la différenciation cellulaire. Ces 
deux types d’empreintes ont été documentés dans d’autres modèles d’asymétrie D-G. 
En effet, des différences de timing de neurogenèse ont été observées dans les 
habénulas droites et gauches alors que des différences de vitesse de la migration 
cellulaire sont décrites lors de la latéralisation du cœur (Aizawa et al., 2007; Lenhart 
et al., 2013). Il serait intéressant d’analyser le décours temporel de neurogenèse des 
motoneurones phréniques droits et gauches par injection de marqueurs de la synthèse 
d’ADN, pour tester cette hypothèse. Nous avons tenté de visualiser des différences de 
patron d’élongation des axones phréniques droits et gauches en réalisant des cultures 
d’explants. La variabilité de la croissance et l’hétérogénéité des populations dans ces 
explants font que nous n’avons pas pu dégager de conclusions. Ces études pourraient 
être poursuivies, en développant des solutions techniques sur ces aspects encore 
limitants. 
4- Activité MMP   
Nos données montrent que l’activité MMP participe au programme génétique 
spécifique qui met en place le patron D-G des nerfs phrénique. Nous avons montré 
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dans un premier temps, que l’activité MMP est plus importante dans les motoneurones 
phréniques droits que gauche. Dans un deuxième temps, nous avons observé que 
l’inhibition pharmacologique de l’activité des MMP affecte les caractéristiques 
d’asymétrie D-G des nerfs phréniques. Enfin, nous avons observé que l’expression de 
certaines MMP, dont MMP2, présente aussi des différences D-G. Il est intéressant de 
noter que différentes études ont rapporté une contribution des MMP à la mise en place 
de l’asymétrie D-G lors de la morphogenèse du cœur et des ovaires chez le poulet (Ha 
et al., 2004; Linask et al., 2005). En effet, les MMP et plus particulièrement MMP2, 
permettent d’une part la régression du canal de Müller droit chez le poulet et d’autre 
part la formation du tube cardiaque puis sa rotation. 
A- Activité asymétrique 
Nous avons observé que les motoneurones droits et gauches ne présentent pas le 
même niveau d’activité gélatinase, cependant l’origine de cette différence n’est pas 
claire. Dans notre système, l’une des MMP à l’activité gélatinase la plus importante, 
MMP2 (Snoek-van Beurden et al., 2005), est exprimée et devrait donc contribuer 
largement à l’activité gélatinase que nous observons. Nous avons noté, grâce à des 
techniques d’hybridation in situ, que les domaines MMP2+ de la moelle épinière de 
droite et gauche ne présentent pas le même arrangement spatial. Cependant la 
quantification du signal fluorescent n’a pas permis de montrer de différence D-G 
significative. En revanche, les techniques de RT-PCR quantitatives plus sensibles, nous 
ont permis de mettre en évidence des différences D-G du niveau d’expression de 
MMP2 dans les motoneurones phréniques et de valider la différence observée par 
microarray. Cependant, il faut noter que cette différence transcriptionelle pourrait 
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n’avoir qu’un effet minime sur l’activité enzymatique des MMP. En effet, l’activité des 
MMP est régulée par de nombreux mécanismes post-transcriptionnels (Figure 20). 
Premièrement, les MMP doivent être activées. Pour être active MMP2 doit être clivée 
par d’autres MMP transmembranaires comme MMP14 ou MMP15. Deuxièmement, 
l’activité de MMP2 peut être régulée par des inhibiteurs endogènes : les TIMP (Tissue 
Inhibitor of MetalloProteinase) ou par les mécanismes d’endocytoses (Gaide 
Chevronnay et al., 2012). De manière intéressante, il a été supposé que les variations 
de niveaux de MMP2 nécessaires à la morphogenèse du cœur reposent sur des 
différences de recouvrement des expressions de TIMP et de MMP2 (Linask et al., 2005). 
Troisièmement, de nombreuses MMP autre que MMP2, possèdent une activité 
gélatinase (Snoek-van Beurden et al., 2005). Ainsi, bien que la zymographie in situ ne 
soit assez sensible que pour détecter l’activité gélatinase des MMP2 et MMP9 
lorsqu’elles sont seules, d’autres MMP capables de cliver la gélatine sont présentent 
(MMP15 et MMP16) dans les motoneurones et peuvent contribuer à l’activité gélatinase 
totale que nous observons. L’importante proximité et les fortes redondances qui 
existent entre les MMP limitent d’autant plus les effets d’une seule MMP et 
permettent aussi de réguler l’activité des MMP (Sternlicht and Werb, 2001). Les 
différences d’activité gélatinase que nous observons peuvent donc dépendre de 
nombreuses régulations des MMP et de leurs régulateurs. C’est dans ce contexte que 
l’analyse des différents réseaux génétiques de régulateurs prend tout son sens. Il 
serait utile d’affiner cette analyse par des approches bio-informatiques ciblées.  
Figure 20 : Modes de régulation des MMP
L’activité des MMP peut être régulée à cinq niveaux différents: 1) l’expression, 2) les MMP sont tout 
d’abord présentes sous la forme de zymogène, elles doivent être activées par le clivage de leur pro-
domaine, 3) l’inhibition de la forme active par les inhibiteurs physiologiques comme les TIMPs, 4) le
recrutement au niveau de la membrane cellulaire et 5) l’endocytose et la dégradation.
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B- Fonction des MMP 
Les MMP sont impliquées dans de nombreux processus biologiques et pathologiques. 
Elles jouent un rôle essentiel lors de l’embryogenèse et l’angiogenèse, elles sont aussi 
impliquées dans la réparation et le remodelage tissulaire ainsi que la cicatrisation des 
plaies. Leur action extracellulaire permet de dégrader les protéines qui font partie ou 
non de la matrice (Nagase et al., 2006). Cette action des MMP explique qu’elles soient 
impliquées dans la progression de maladies comme le cancer, l’athérosclérose ou 
l’arthrite. De plus, les MMP étant capables de cliver de nombreux facteurs et 
récepteurs de guidage ainsi que des molécules d’adhésion, elles sont impliquées dans 
de nombreuses réponses de guidage axonal (Figure 21) (Beauchamp et al., 2012; 
Galko, 2000; Hehr, 2005; Lin et al., 2008a; Seki et al., 2010; Xu et al., 2008).  
Les données de la littérature concernant l’innervation du diaphragme indiquent que 
les branches secondaires sont formées par une succession de défasciculations d’axones 
à partir du faisceau axonal primaire. Nos résultats suggèrent que les MMP régulent 
d’une part l’orientation des branches primaires et d’autre part le nombre de branches 
secondaires. Cette supposition est cohérente avec les fonctions connues des MMP. En 
effet, chez la drosophile des expériences de perte de fonction mais aussi de gain de 
fonction pendant le développement du système nerveux, provoquent des défauts de 
fasciculation des axones moteurs. Ainsi, leur surexpression induit une fasciculation 
excessive des axones moteurs alors que leur sous-expression est responsable d’une 
défasciculation prématurée et aberrante des axones (Miller et al., 2008). La 
défasciculation des axones phréniques à l’arrivée sur le muscle cible pourrait être due 
à des changements dans la balance des interactions axones-axones ou axones-substrat. 
Figure 21: Mode d’action potentiel de l’activité différentielle D-G des MMPs
Les MMPs peuvent intervenir sur la fasciculation et le guidage des nerfs phréniques selon différents modes 
d’action. Elles pourraient dégrader la matrice extra cellulaire et ainsi faciliter la progression des axones. Elles 
pourraient aussi cliver des molécules d’adhésions, régulant ainsi les contacts axones-axones ou les récepteurs 
au facteurs de guidage, régulant ainsi l’orientation des axones. L’activité différente D-G des MMPs se 
traduirait par des différences dans ces processus.
Dégradation de la matrice
MMP
Régulation interactions
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Régulation signalisation
environnementales
MMP
- 136 - 
 
En ciblant des molécules d’adhésions cellulaires mais aussi des récepteurs de facteurs 
de guidage, les MMP pourraient moduler les propriétés adhésives des axones et/ou les 
capacités de détection des signaux de guidage. Ainsi, l’activité MMP D-G pourrait 
affecter différemment des molécules d’adhésion cellulaire comme NCAM ou des 
récepteur de guidage comme Robo qui sont présents dans les nerfs phréniques et qui 
sont des cibles connues des MMP (Allan and Greer, 1998; Hinkle and Diestel, 2006; 
Jaworski and Tessier-Lavigne, 2012; Seki et al., 2010). Notre étude du mutant NCAM 
montre qu’effectivement cette molécule participe à la formation des différences D-G. 
De même, l’altération de la signalisation Slit abolit des éléments de l’asymétrie D-G 
des nerfs phréniques comme nous avons pu le constater sur certaines des illustrations 
de la publication (Supplemental data, Jaworski & Tessier-Lavigne 2012). Enfin il est 
possible que l’activité MMP plus importante à droite se traduise par une dégradation 
de la matrice plus importante et une défasciculation facilitée.  
 
Comment le patron des branches primaires est-il établi ? 
Nous avons observé que l’orientation et la courbure des branches primaires des nerfs 
phréniques sont très stéréotypées et asymétriques. Ces différences D-G pourraient 
être dues à une croissance directionnelle des branches dorsales et ventrales contrôlée 
par des signaux topographiques exprimés par les muscles. Notre hypothèse est qu’une 
activité différentielle des MMP pourrait conférer aux branches phréniques droites et 
gauches des réponses différentes à ces facteurs topographiques, et ainsi guider leur 
croissance dans l’axe dorso-ventral et l’axe médio-latéral du muscle (Figure 22). 
L’étude de la répartition des territoires d’innervation par les différentes populations 
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Figure 22 : Un modèle d’interprétation de gradients de signaux de guidage
Les nerfs phréniques droit et gauche ne répondent pas de la même manière aux gradient de signaux
de guidages présents dans leur environnement. Les nerfs gauches répondent fortement au gradient 
répulsif médio-latéral (violet) ainsi qu’au gradient attractif dorso-ventral (orange). Au contraire, les 
nerfs droits ne répondent que modérément à ces deux gradients. En conséquence, le cône gauche est
détourné dorsalement, alors que le changement de trajectoire du cône droit est plus progressif.
Dorsal
Ventral
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de motoneurones de la moelle épinière a permis de mettre en évidence la présence 
d’une topographie au sein des motoneurones cervicaux. Ainsi, les motoneurones 
localisés en région C1 et C2 innervent préférentiellement la partie ventrale du 
diaphragme alors que les motoneurones issus des régions C6 à C8 se projettent sur la 
partie dorsale. Dans cette étude, les auteurs montrent qu’un gradient ventral-dorsal 
d’Ephrine-A est présent dans le diaphragme et qu’il serait impliqué dans la mise en 
place de cette topographie neuromusculaire (Chadaram et al., 2007).  
Il est intéressant de noter que l’inhibition des MMPs n’affecte pas toutes les 
caractéristiques du patron d’innervation D-G des nerfs phréniques. Ceci suggère que 
d’autres effecteurs D-G complémentaires aux MMP doivent exister et participer à la 
mise en place de l’innervation du diaphragme. Par exemple, chez le poisson zèbre, 
l’expression différentielle D-G du récepteur de guidage Nrp1 permet de médier les 
patrons d’innervations spécifiques aux axones de l’habenula de droite ou de gauche 
(Kuan et al., 2007). Une analyse plus détaillée des données de puce est en cours pour 
nous orienter dans cette recherche. Nous avons également entrepris une étude 
protéomique des nerfs droits et gauches. Ceux-ci ont été isolés au stade néonatal pour 
des raisons de faisabilité. Cette étude pourrait également révéler de nouveaux 
candidats D-G.  
A travers l’étude ces candidats, il sera alors intéressant de tester l’hypothèse que 
l’expression moléculaire différente D-G des axones phréniques leur confère la 
propriété d’interpréter différemment des gradients de signaux de guidage (qui 
pourraient quant à eux ne présenter aucune différence D-G). 
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5- Relevance physiologique 
Notre étude a permis de révéler une nouvelle caractéristique du circuit moteur du 
diaphragme et de son développement. Cette asymétrie soulève de nombreuses 
questions quant à sa relevance et sa fonction. Nous avons caractérisé cette asymétrie 
chez la souris. Nous avons recherché dans la littérature et trouvé mention d’une 
asymétrie similaire chez le rat (Allan and Greer, 1998). Chez l’homme le diaphragme 
présente des asymétries D-G comparables.  
Les spéculations quant à la fonction de ces asymétries restent limitées par l’absence 
de littérature existante sur la comparaison des propriétés physiologiques des 
diaphragmes droits et gauches. Etablir ce comparatif serait donc une première étape. 
Il serait également intéressant d’étudier les performances de contraction du 
diaphragme droit et gauche chez les différents modèles de la voie Nodal présentant 
des patrons d’innervations symétriques. Au cours de notre analyse, nous avons tenté 
de visualiser par ultrasons les mouvements effectués par le diaphragme pendant la 
respiration. Cet essai a été réalisé dans le laboratoire de Denis Jabaudon à Genève et 
pourrait être étendu pour déterminer si une asymétrie de contraction est présente à 
la naissance. 
Il est intriguant de noter que notre étude fait écho à des rapports médicaux faisant 
état d’altérations unilatérales du diaphragme. Par exemple, des altérations des hémi-
diaphragmes ont été observées chez des patients présentant des myopathies causés 
par des mutations de la myotubularine (Grogan et al., 2005). Ainsi, la mise en 
évidence de l’existence de traits d’asymétrie D-G pourrait éclairer des aspects encore 
non élucidés des pathologies des motoneurones.   
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